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MouJiekyJscku 00unu Besyjyher nmporeuna 2 3a pakrope pacra cjiMyHe HHCYJIUHY U

HBUX0BA 32CTYIJbEHOCT Y PA3JIMYUTUM NATOPU3HOJOLIKHM CTAlLHMA

H3Boa

Besyjyhu mnporemn 2 3a ¢dakrope pacra ciamunHe wuHcynuHy (IGFBP-2) vy
LUPKYJIAlUju C€ MOXE JaBUTH y TpH OOJMKAa: KAao KOMIIJIEKC, MOHOMEp M (parMeHT
pa3IMYUTUX MOJIEKYJICKUX Maca. Y OKBHPY OBE JOKTOpPCKE aucepTauuje je yrBpheHo na
IGFBP-2 rpanu xomiuiekce ca o-2-MakporyiooyianHoM (02M).

PenatuBuu yneo kommiekca |IGFBP-2/a2M y ykymnom IGFBP-2 we 3aBucu
oupekTHo ox koHreHtpamuje IGFBP-2 w  o2M, Beh 3aBucu o0n pa3iauuUTHX
(maTo)(hu3NOIOMIKUXYCIIOBA y KOjMa C€ OpraHM3aM Haia3h. Y OBOM pajay Cy HCIHTaHEe
pa3u4YNTe METO/IE 3a M30JI0BakE, MEPEEe U KapakTepusanujy komiuiekca |IGFBP-2/a2M.
Takohe je uciurana npomena u Moryha yiora KOMILIEKCa KO/ TTalldjeHaTa ca TyMOPOM.

[To3nato je ma monomep IGFBP-2 Besyje IGF nuranne ca BenmukuM apuHUTETOM H
TpPaHCHOPTYje UX 10 TKUBa rjae ce, HakoH npoteonuse IGFBP-2, ornymrajy u Besyjy 3a
cnenuduune henujcke perentope. Ocum kao Hocau |IGF mentuna, IGFBP-2 ucnossasa u
HEe3aBHCHa MeTabosiMyka M MHUTOreHa jejcTBa. Besyjyhu ce 3a MHTErpuMHCKE penentope
(mpBeHcTBeHO 3a 0.5B1), IGFBP-2 ctumynuie nokpeT/bUBOCT henMje U BeHO 0/1Bajambe 01
OKOJIMHE, JonpuHocehn MeTactarckom noteHiyjany. Heku ¢gparmenTn Mory ciabo Be3aTu
IGF nuranne u uaTeparosaru ca henmmjama. O xomiuiekcuma |IGFBP-2 y mupkymanuju no
cajJia Hje OWJIO To/laTaka y JIMTEpaTypH.

VYV pany je mokazaHo ga ce Bpcra moJekyiackux obnuka IGFBP-2 He mema mop
yTUIajeM pPa3NIuuuTuX (1MaTo)pu3nosomkux ¢GakTopa, Kao IITO Cy CTapeme, aKTUBHO
0aBJbEH-E CIOPTOM, OKCHJATHBHU CTpec, moBehaHa KOHLEHTpalHja JMIKIA WIH TIyKO3€,
U3MEHEHA IMPOTEOJIMTHYKA AaKTUBHOCT, alli Ce Mema HWHUXOBa KOoNWYMHA U Mel)ycoOHH
onHoc. CrapemeM ce moBehaBa KoHIeHTpanuja MoHomepa U ¢parmenara IGFBP-2 y
LUpPKYyJaluju, kKao U 02M, a cmamyje ce KoHueHTpauuja komiiekca IGFBP-2/a2M. Jonu
uuuka (II) momcruuy onmuromepusanujy o2M, amum He yTU4Yy Ha CTBapame KOMILIEKCA.
[Tentunna cekBennia RGD, koja je BaxHa 3a unrepakuujy IGFBP-2 ca unaTerpunom, uuje
KOHTaKTHa cekBeHla 3a uHTepakuujy IGFBP-2 ca a2M.

Kon mamujenara ca Tymopom aeGernor 1peBa je u3MepeHa rnosehana KoHIEHTpaIuja
ykynHor IGFBP-2 y nupkynanuju y oaHOCY Ha 37paBe JbyJe, Kao U U3MEHhEeH Mel)ycoOHu
onHoc Mouiekynckux ¢opmu. IloBehana je koHLeHTpalja MOHOMepa M (parmeHara, a
CMameHa KOMIUIeKca. Y TKHUBY jaeberor npeBa cy HaljleHH caMo MOHOMep M (parMeHTH.



VYnopehuBameM crnapeHuX Yy3opaka HCTe 0co0e (HETYMOPCKOT M TYMOPCKOT TKHBA),
KOHCTAaTOBAHO j€ J1a UMa ciiydajeBa ca cinuyHoM KoHueHTtparujom IGFBP-2 y o6a y3opka,
ca BehoM KOHIIEHTpAIljoM Y TYMOPCKOM Y30pKY WM 0OpHYTO. MoOKe ce MpeTrnocTaBUTH
Ja CTaaujyM TyMopa W/Wiau BpcTa W Opoj hemuja koje ykJpydyje yTUUY Ha EKCIPECH]Y.
Mounomep IGFBP-2 xon manmjenara je momatHo okcuaoBaH (kapOonwminoBaH). [IpucycTBo
MaTpukcHe Metanomnpotease-7 (MMP-7), 3a kojy ce 3Ha aa nporeonusyje IGFBP-2, anu u
pasnaxe BaHNENUjCKM MATPUKC Yy HANpeAOBamby TYyMOpa, j€ CIWYHO Yy LUPKYJIaluju
3/IpaBUX JbYIU U MalljeHaTa, OJHOCHO Y HETYMOPCKOM M TYMOPCKOM TKHBY IIp€Ba, LITO
ynyhyje Ha 3akiby4ak na gonmatHy mnporeosm3y IGFBP-2 kon manujenara w3aswBa HEKH
Opyru eH3uM unu je aktuBHOCT MMP-7 mosehana. IlpucycTBo mHTErpuHa y 4mjem je
cactaBy 05 MOJijeJUHUIIA, je CIMYHO Ha henrjama HETYMOPCKOT U TYMOPCKOT TKHBA I[PEBa,
onHOCHO HHUje moBehana ekcrpecuja perenropa 3a IGFBP-2 kon tymopa. PeakTuBHOCT
IGFBP-2 npema 122 IGF-1 je oko necer myra Beha Koja mammjeHaTa HETO KOJ 3/IpaBUX
Jpynm, a konneHtpanuja IGFBP-2 je Beha nBa myra. OBa pasnmka ce Moxe 00jacCHUTH
crpykrypaom nnpomerom IGFBP-2 koja ycioBipaBa mpomeny adpuHHUTETA.

Moutekyn o2M y IUpPKyJalUjyu TalyjeHara ca TYMOPOM Je0elior mpeBa je BHIIE
TIIMKO3WIIOBaH, caapsku Bumie 02,6 Sia, GIcNAc nu Man octaraka, v mocejyje BUIIIE MYJITH-
aHTEHAPHUX KOMIUJIEKCHUX TUNoBa N-TJIMKaHA Y OJHOCY Ha MIPOTEUH 3PaBUX JbYIH.

AHann30M y30paka maipjeHara ca ocaM pa3IuuuTUX BPCTa TyMOpa, KOHCTATOBAH je
Hajuemthu obpasar; monekyicke npomeHe IGFBP-2 y mupkynanuju y oaHocy Ha 3apaBe
JbyZie. KOHLEeHTpauuja ykynHor u MoHoMepHor IGFBP-2 ce mosehaBa, a xoHueHTpaluja
IGFBP-2/02M xomruiekca ce Hajuemrhe cMamyje. Y OBOM MOMEHTY Ce He MOXke pehn na
je mpomeHa ctpykrype (okcumanuja IGFBP-2 u wm3memeHo riuko3mioBame o2M)
puMapHu jaorahaj Ko maujeHara ca TyMOpOM, a CMambE€HO KOMILIEKCHpame MOociIeula,
win je nosehana notpeda 3a monomepHuM IGFBP-2 (y mmsby Tpancnopra IGF nmentuna
W/WUM MHTEpakuuje ca henujama) nmpuMapHHU MaTo(U3MONIONIKY 3aXTEB, KOJU C€ UCIYHaBa
CMambEHEM CTBAPaba KOMILJIEKCa, TAKO HITO ¢€ MapTHEPU CTPYKTYPHO MEHA]y.

I'paheme kommuiekca IGFBP-2 ca o2M, KOju KOHTpOJMILIE CTENEH ciao0o/e
IGFBP-2, ynyhyje Ha mocTojamse HOBOT HMBOA E-EroBe perynanuje. [IpeMa mocamanimbum
cazHamuMa, perynanuja IGFBP-2 je o6e36ehuBana 6p3uHoM cuHTe3e (Y jJeTpU U JOKAIIHO)
u pasrpaname, 1ok je komreke IGFBP-2/a2M Beh mpucyran y nupkynanuju. [loBehana
notpeba 3a IGFBP-2 (makap oHa Ouia mTeTHa MO OpraHu3aM) ce MoXe Op30 3aJ0BOJHUTH
OTIYLITalkEM U3 KOMIUIEKca, mpoMeHoM Mel)ycobne peaktuBHocT IGFBP-2 1 02M.
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Molecular forms of IGF binding protein 2 and their presence in various
pathophysiological states

ABSTRACT

In circulation, insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP-2), can be found
in three main forms: as a complex, monomer and assembley of fragments of differents
molecular masses. In making this dissertation it was found that IGFBP-2 forms complexes
with a-2-macroglobulin (a2M).

Relative amount of IGFBP-2/02M complex in total IGFBP-2 concentration does not
depend on concentrations of IGFBP-2 and o2M, but from various (patho)physiological
conditions in organism. In this work, different methods for isolation, measurement and
characterisation of IGFBP-2/a2M complex were examined. An investigation on potential
role of these complexes in patients with tumor was also conducted.

It is known that IGFBP-2 monomer binds IGF ligands with high affinity and
transports them to tissues where, after proteolysis, they are released, and bound to specific
receptors. Except being the IGF carrier, IGFBP-2 exerts IGF-independent metabolic and
mitogenic actions. It can bind to integrin receptors (primarily to a5B1) and stimulate cell
motility and detachement from their surroundings, contributing to metastatic potential.
Some fragments can loosely bind IGF ligands and interact with cells. Until know, there was
no literature data about IGFBP-2 complexes in circulation.

In this work, it was shown that the distribution of molecular species of IGFBP-2
does not change under the influence of different (patho)physiological factors, such as aging,
intensive physical activity, oxidative stress, increased concentration of lipids and glucose,
impaired proteolytic activity, but by the quantity and their mutual ratio change. With aging,
the concentration of IGFBP-2 monomers and fragments, and a2M, in circulation increases,
while the concentration of IGFBP-2/02M complex decreases. Zinc ions encourage the 02M
oligomerisation, but have no influence on complex formation. RGD peptide sequence,
which is important for IGFBP-2 interaction with integrins, is not a contact sequence for
interaction between IGFBP-2 and o2M.

In serum of patients with colon cancer, increased concentration of IGFBP-2 was
detected, as well as different relation of molecular forms. The concentration of monomer
and fragments increased, while the concentration of complexes decreased. In colon tissue,



only fragments and monomers were found. By comparing matched samples from same
person (tumor and non-tumor tissue), it was concluded that there were cases with similar
concentration of IGFBP-2 in both samples, with higher concentration in tumor sample and
vice versa. It can be assumed that the tumor stadium and/or kind and number of cells it
includes, influence the expression of IGFBP-2. In serum of patients with colorectal cancer,
the IGFBP-2 monomer is additionally oxidized (carbonylated). The presence of matrix
metalloprotease-7 (MMP-7), for which is known to proteolyse IGFBP-2, but also to
degrade extracellular matrix during tumor progression, is similar in serum of healthy
controls and patients, and in non-tumor and tumor colon tissue, which suggets that
additional proteolysis of IGFBP-2 in patients’ serum is caused by some other enzyme or
increased activity of MMP-7. The presence of integrins, part of which may be a5 subunit, is
similar on the surface of cells in tumor and non-tumor colon tissue, that is, the expression
of integrin receptor is not increased in tumor. The reactivity of IGFBP-2 toward *?°I-IGF-I
is about ten times higher with patients than controls, and the concentration of IGFBP-2 is
two times higher. This difference could be explained by structural change of IGFBP-2
which causes the change of affinity.

The a2M molecules in circulation of patients with colorectal cancer are more
glycosilated, contain more 02,6 Sia, GIcNAc and Man residues, and posses more multi-
anntenary complex type N-glycans relative to controls.

Serum analysis of patients with eight different types of tumor, showed the most
frequent patterns of IGFBP-2 molecular change in circulation, relative to controls:
concentration of total and monomer IGFBP-2 increases, and concentration of IGFBP-
2/a2M complex decreases. In this moment it can not be said if the change in structure
(IGFBP-2 oxidation and impaired 02M glycosilation) is the primary event with tumor
patients, and decreased complex formation the consequence, or the increased need for
IGFBP-2 monomers (in order to transport IGF peptides and/or interact with cells) primary
pathophysiological demand, which is met by complex formation decrease, due to structural
change of interacting partners.

The formation of IGFBP-2/a2M complex, which controls the level of free IGFBP-2,
suggests the existence of new level of its regulation. According to current knowledge, the
regulation of IGFBP-2 was provided through synthesis (in liver and locally) and
degradation rate, while the IGFBP-2/a2M complex formation is already present in
circulation. The increased need for IGFBP-2 (although it could be harmful for organism),
can be readily satisfied by realising it from complex, through change in reactivity between
IGFBP-2 and oa2M.
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IGF- dakTopu pacta CIUYHN UHCYJIUHY
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1. YBoa

Cucrem dakropa pacra ciaumunux uHCyauHy, IGF (insulin-like growth factor),
cacroju ce on nsa nentuna, |IGF-1 u IGF-II, mect Besyjyhux mporeuna (IGFBP-1 no
IGFBP-6) u wmuxoBux mnporeasa, qBa ocHoBHa Tuma perenropa (IGF-1R u IGF-2R), a y
[IMPEM CMHCIY Ce JeJIOM CHcTeMa cMmarpajy uHcynmuHckd penentop (IR) m xubpumanm
peuentop (IR/IGF-1R). IGF menTuad Ccy MHTOT€HH KOjH CTHMYIHUILY 1e00y, pacT u
mudepennujanyjy hemmja, a mocemyjy M aHTH-aONTOTCKO jejcTBo. CBOjy OHMONOMIKY
byukumjy octBapyjy BesuBameM 3a IGF-1R u IR/IGF-1R, nok ce y cynpadu3noiIomKum
KOHIIEHTpanujamMa Mory Be3atH 3a IR, kana ucrnospaBajy MeTaboaMuKy yyiory Kao HHCYJIUH
(yHyTaphenujcku TpaHCHOPT TIIyKo3e, MoceOHO y ckeneTHUM MuinnhuMma). Konnenrpamuja
IGF y umpkynuuju ¥ TKMBHMA j€ CTPOTO KOHTpOJIMCaHa Be3yjyhuM mpoTenHHWMa, Yuju je
apuauTeT 32 OBe menrtuae Behu on adunmTera penentopa. [a 6u ce IGF-I u IGF-II
ocnobonunu u3 komiuiekca ca IGFBP, nmenyjy mporteaze koje nenuMuyHO pasrpalyyjy
IGFBP, cmamyjyhu muxoB apunurer 3a IGF monekysie.

IGFBP-2 je nmpyru mo 3acTylmJbeHOCTH Be3yjyhul MPOTEHH y MHUPKYJIANHUjH, TOCIEe
IGFBP-3, ca npoceuynoMm konneHTpamujom 2,7-27,8 nM. V mupkymnanuju ce moxe Hahu y
TpH TJ1aBHA OOJIMKa, KA0 MOHOMEp, KOMIUIEKC ca APYTUM MPOTEMH(OM)UMa M Kao CKYI
¢parmMeHTa pazIMYUTHX MOJEKYJICKMX Maca. KOHTpoia mweroBe CUHTE3€ je KOMIUIEKCHA U
Ha By yTude Benuku Opoj ¢axrtopa. IGFBP-2 mema 3navajHuje nHeBHE QuiyKTyarmje y
KoHUeHTpauuju. KoHnenrpaiuja je mosehana kao nocienniia AyropoyHe KalopHjcKe 1/
IIPOTEMHCKE pEeCcTpHKIMje, a KpaTkopodHo nosehame ce cpehe xojx ocoba koje ce Oase
UHTEH3UBHOM  (usuukom  aktuBHomthy. IGFBP-2  moxe  unTeparoBatm  ca
ana-2-makporiao0ymuHoM (02M) y OUpPKYIanuju, MTo je YITBphHEeHO KPOo3 eKCIIEPHUMEHTE
W3BEJICHE Y OKBUPY OBe nuceprarje. Ousnosomka GyHKIHja T€ UHTEPAKIIA]E JOII HHUJjE
yTBpheHa.

IGFBP-2, nopen IGFBP-1, npeacrasiba Haj3acTyIJbeHUjU Be3yjyhH MPOTEHH TOKOM
¢deranHor passmha. tberoBa koHIeHTpalMja y HeoHAaTaTHOM Tepuoay omana u IGFBP-3
nocraje momuHaHTaH. Konnentparmja IGFBP-2 nHacrasska na omaga Tokom mybeprera, ca

CTapCHEM TMOCTCIICHO pacTe, aa Ou mocie me3aeCeTeC roaruHE pacT IOCTAa0 HU3PAXKCH.



UcnutuBame ynore IGFBP-2 y crapujem »XuBOTHOM 100y Jaio je KOHTPOBEpP3HE
pesynrare. Ca jegHe crpane, moBehana kouuentpanuja IGFBP-2 konx crapux mrutu on
rOja3HOCTH W JujabeTeca Thma 2, JOK ca JIpyre CTpaHe, MOBOAU 10 ciabibema MutmhHO-
CKEJICTHOT CHCTeMa M mojaBe Tymopa. OBe, Hau3rie] NPOTHBpPEYHE AKTUBHOCTH, OM ce
MOTJIe IPOTYMA4YUTH Kao TKUBHO crienuduyHa nejcrea IGFBP-2. Cakako na cy moTpeOHa
J0JJaTHA UCTPAXKUBAkA U OHA CY Y TOKY.

[Tomro moBehana konnenrpanuja IGFBP-2 y crapujem mo0y mtuté of mojaBe
nujabereca THMa 2, TO 3HAYM Ja OBAj MOJICKYJ MMa 3HAUYajHy YJIOTY y METabolM3My
yribeHux xuapara. Ilokazano je na ce BesuBameMm |IGFBP-2 3a enemente Banhenujckor
MaTpHKca, MpBEHCTBEHO 3a a5Pl mHTepruH, nmokpehe curHamHa Kackajga 4Mju j€ Kpajibu
[IUJb MTHXUOWIIMja HETATHBHOT PETYJAaTOPa CUTHAIHM3AIM]€ IOCPEACTBOM HHCYINHA. Takohe
je yrBpheno ma IGFBP-2 mtuty on T0ja3HOCTH TakKoO IITO WHXUOHMpA CTBapame MacHUX
henuja, Bezyjyhu 3a cebe IGF nmentune, koju cy CTUMYJIaTOPH BUXOBE AudepeHLunjalmje.
Jlasbe je mokaszaHo jga moctoju Be3a u3mely mpousBomme VLDL (very low density
lipoproteins- nmumonporenHn Beoma HHCKe TyctuHe) monekyna u IGFBP-2, omnocHO
noBehana koHnenrpanuja VLDL y xpBu je mpaheHa cmameHOM KOHIIEHTpAIHjOM
IGFBP-2.

VY KkaraboiaMuykuM cTambKMMa, Koja Cy IOCHenula Ipoleca KOju IpeycMepaBajy
MeTa0OoNM3aM Cca CHHTETCKHX Ka MpollecuMa pasrpaame, koHneHtpamuja |IGFBP-2 y
nupKynanuju ce nosehaBa. Y TUM ciydajeBuMa ykynHa koHueHtpanuja IGF mentupa
npeBazmwiazu crnocodonoct IGFBP-3 na ux Bexe 3a cebe (xonuenrtparmja IGFBP-3 ce
cMambyje). Ilomro Ounapuu kommuiekcu (IGF/IGFBP-2), 3a pasnuky onx TeprujapHHX
(IGF/IGFBP-3/ALS), mory HamycTUTH KpBHE Cya0Be, opacT KoHieHTpamnuje IGFBP-2 je
nocieauiia ctama y kome je norpedna seha xonnunna IGF y TkuBuMa, y nuspy oapxama
OCHOBHMX METaOOJIMYKUX MpOoIleca U UCI0JbaBaha AHTU-AIIONTOTCKOT JI€jCTBA.

IToBehana xonnenrpanuja IGFBP-2 y kpBu je n3MepeHa Koj naiujeHara ca roToBO
cBUM BpcTama Tymopa. [IporpecuBan pact IGFBP-2 mpatm pact camor Tymopa, IITO
IGFBP-2 unHM kaHIUaaToM 33 TYMOPCKH Mapkep. Mako He urpa yimory y paHum ¢aszama
tymoporenese, |IGFBP-2 crumynumie wuHBa3sMBHOCT TyMmopckux henuja, yrudye Ha

JMICEMUHAIIN]Y TYMOpA U 110jaBy MeTacTase.



Hmp oBe aumcepranuje je Omya aHamu3za Mojekyckux ooOmmka IGFBP-2 'y
UMPKYyJIAlUju U TKUBY LpeBa (PpparMeHTH, MOHOMEP U KOMIUIEKCH ca 02M) KoJ 3/paBuX
Jbyau W manujeHata ca tymopoM. OnpehuBan je omHoc oapehenmx ¢opmu IGFBP-2 u
WCIUTHBAaH yTHUIA] T10JIa, CTapema, (HU3MYKEe aKTUBHOCTH, OKCHIATHBHOI CTpeca,
nopemehaja y MeTaboan3My yIJbeHUX XuApaTa U JIMIKJA, Kao U ImpucycTBa Tymopa. [IpBa
UCTpaKuBama cy ypaheHa Ha Mmozen cucreMy Tymopa aebernor upesa. Kao ysopmu cy
KopuiheHn cepyMu U MCEUIM TKHBaA Je0eIor IpeBa 100MjeHH T0CIe XUPYPIIKOT 3aXBaTa.
3amakeHe MPOMEHE Cy Ja’be ucnuThBaHe (y MUJby MOTBPJE WM HETalje) y y30pIuMa
noOujeHuX OJ1 MalyjeHaTa ca A1jarHocTU(GPUKOBAHUX CelAaM JPYTUX BPCTa TyMOpa.

Pesynratu pucepTranmje Ccy TONIEJbEHHM Y HEKOIUMKO O00JacTH, y CKIagy ca
MOjeIMHAYHUM 3aJalliMa: a) ONTHMHU3alyja TOCTYIKa JIETEKIHje CBUX MOJIEKYJICKHX
oomka IGFBP-2 (tectupame pazmmuntnx aHTH-IGFBP-2 anTtutena), 0) umcrnutuBame
yTullaja narou3NONONIKUX MMapaMeTapa Ha pacnojeny Molekyinckux obmnuka IGFBP-2 y
HUPKYyJauju (oI, CTapocT, (pU3nuvKa aKTUBHOCT U H-€H MHTEH3UTET, OKCUIATHUBHH CTpPEC,
noBehaHa KOHIIEHTpallMja JUMUAa, nmoBehaHa KOHIIEHTpallMja TIIYKO3€), B) HUCIHUTHBAE
nocrojama (ocopriioBaHor u okcugoBanor oonmka |IGFBP-2, r) ontuMu3anmja mocTymka
M30JI0Bakba M Pa3J/iBajamba Pa3IuYuTUX MoseKyinckux oomuka IGFBP-2 (xpomarorpadckum
U ahuHHUTETHUM MeToaama), ) oTkpuhe u KapakTtepusanuja kommuiekca |IGFBP-2/02M y
cepyMy, Kao M HUCHUTHBaWmE yTHIAja MAaTOPU3MOJOIIKMX MapaMeTapa Ha (QopMHUpame
komiuiekca (konrentpanuja IGFBP-2, a2M, jona mmuka, RGD(E) nenrtunma, crapeme,
¢bu3nuka akTUBHOCT), I)) nciuTuBame Monekyickux oomuka IGFBP-2 y cepymy u neGenom
L[peBy TMalyjeHata ca TyMOpoM Je0elor IpeBa, €) HCIUTUBambe IPOMEHe obpacia
JIMKO3WJIOBaka 02M y cepymy margjeHara ca TyMOpOM JeOelor IpeBa W K) aHaimu3a
3actymubeHocTH MoHomepa IGFBP-2 u xommutekca IGFBP-2/02M  konx marujeHata
00o0JIenuX O] Pa3IMYUTHX BPCTa TYMOPA, Y LIUJbY pa3yMeBama Moryhe yiore KoMIiekca u
IbUXOBE IOBE3aHOCTH Ca CTapemeM, I0jJaBOM TyMOpa M pEryjialnujoM KOHIIEHTpaluje

ciio6oHe opme (Moromepa) IGFBP-2 y camoj nmupkyIanuju, a He Ha HUBOY CHHTE3E.



2. IlperJen aureparype

2.1 Cuctem (akTopa pacra CJAMYHUX UHCYJTUHY

Cuctem (¢akropa pacra ciuunux uHcynuny, IGF (insulin like growth factor) umne
MOJIEKYJIM KOJU HMajy KJbYy4yHY VyIOTY Yy OHOJOLWIKAM @polecMMa BaKHUM 3a
NPEeXKUBJHABAKE OpPraHM3Ma, Kao IITO Cy pacT henwja, MWUXOBO YMHOXAaBambe,
mudepeHnrjanyja, MUrpammja, IporpaMupana cMpT u Metabonuzam. Cacroju ce o 1Ba
IGF nentuna (IGF-I u IGF-II), mect IGF Be3yjyhux nporenna (IGFBP-1 no IGFBP-6) u
nea penentopa (IGF-1R u IGF-2R). Hako nupektHo He mpumanajy IGF cucremy,
nHcymuHcku perentop (IR) m xubpumau peuentop (IR/IGF-1R), 360r cBoje cTpyKTypHO-
¢ynkunonanne xomoisoruje ca IGF-1R, ce oOuvno carnemaBajy kKao 1e0 3ajeIHHYKOT
cucrema (Le Roith, 2003).

Ha cnunu 1 cy memaTtcku nmprkazane KOMIOHEHTE K0je caunmanajy |GF cuctem.

N EEE XN
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/ e
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Cnuxka 1. Illemarcku npuka3 kommnonenT IGF cucrema (Russo et al., 2014)



2.2 CTpykrypHe kapakTepuctuke ejemenara IGF cucrema

2.2.1 ®akropu pacra cauaau uucyauny (IGF-1 u IGF-I11)

Monexyn IGF-I yoBeka je jennonanuanu 6a3Hu nentun, Mace oko 7,5 kDa, koju je
usrpahen on 70 amuHOKUCcenuHa U cactoju ce u3 4 nomena (b, I, A u I). Ctpykrypa my je
CIMYHA CTPYKTYpPU TpOWHCYJIMHA Koju Takohe campxku b, Il u A momen (/I momeH je
kapakrtepuctuuad 3a |IGF mentune). IGF-II je jegHonmanuanum mnentun on 67
aMHHOKHCEIIMHA, Mace W mpoctopHe opranm3anuje cauune IGF-1 (Humbel, 1990). V
crpykrypu IGF nenTtuma JOMUHUpPajy TPU 0 XEIIUKCa, KOjU C€ Haja3e y JoMeHy A (ciuka
2). IlpoctopHu pacnopes MENTUIHOT JIAHIA je YCIOBJbEH IMOCTOjaleM TpU AUCYI(PHIHE
Bese (Denley et al., 2005).

Homenu b u A nocenyjy 50 % cTpykTypHE XOMOJIOTHje Ca UCTHM JIOMCHHMA Ha
uncynmuny (Rinderknecht & Humbel, 1978). I'maBue crpykrypHe pasnuke usmely IGF
NeNTHIA ¥ MHCYJIMHA CY y MOCTOjamky qoMeHa L, xora canpku U MpOMHCYIINH, U T01aTHOT
nomena JI. Jlpyra Benuka pas3iuka HUCIOJbaBa ce Y OCTOjalby aMUHOKUCEIIMHCKUX OCTaTakKa
y IGF monexkynuMa (a HeMa UX y MHCYJIMHY) KOjU oMOoryhaBajy Be3HBame 3a TPAHCIIOPTHE

monekyie, IGFBP (Annunziata et al., 2011).

Cruka 2. [Ipoctopuau pacniopen monekyia IGF-1 (a) u IGF-1I (6) (Denley et al., 2005)



2.2.2 IGF penenrtopu (IGF-1R n IGF-2R)

buonomxko aenoame IGF nenTtuna ce ocTBapyje HAKOH BE3WBamba 3a PEIENTOPe HA
noBpimHU henuja. OHM ce Mory Be3aTH 3a uetnpu tumna peuenropa: IGF-1R, IGF-2R, IR u
IR/IGF-1R. Mako noctoju oapeheHn cTeneH yKpIuTeHe peaKTHBHOCTH M3Mel)y pasinumuuTux
JWTaHaZa ¥ BUXOBUX PEIeNTOopa, JIMTePaTypHH HOoJalu ykasyjy na ce Behumna edekara
IGF-1 u IGF-II na pact u qudepenuujanyjy henmja ucnossasa npexo IGF-1R. IGF-2R, koju
yjeIHO Be3yje U MPOTEHHE KOjU Mmocenyjy Mano3a-6-hocdarne (M6P) ocraTke, je yriiaBHOM
YKJbYUEH Yy PEUMKIHMpame JTM3030MCKHX CH3MMa Koju caapxe MOP u merosa yiora y
MpeHocy curHana HakoH BesuBama |GF-1l 1o cana je moTBphena y camo HEKOIMKO ciiydaja
(Kronenberg: Williams Textbook of Endocrinology, 11th ed., 2008).

Kako mocroju crpykrypHa cimynoct m3mely |IGF menTtunma wm wHCynHMHA, Tako
noctoju u u3mehy IGF-1R u IR (Nakae et al., 2001). Mucysun ce moxke Be3atu 3a IGF-1R,
anu ca MawuM apuauteroM Hero IGF mentuau. Hajsehu adpunurer 3a IGF-1R uma IGF-I
(Kg= 0,2 nM), nok ce IGF-II Be3yje ca Tpu myra mamum (Kg = 0,6 nM) u uncynun ca 500
nyra MamuM apuauteTrom (Kg >100 nM) (Denley et al.,2004). IGF-1R ce, cimuuno IR,
eKCIpuMHupa y ckopo cBuM henujama y opranusmy (Le Roith et al., 2001).

IGF-1R u IR cy TpaHcMeMOpaHCKM pPELenTOpU THUPO3UH-KWHA3HOT THUIMA, KOJU
(YHKIIMOHHUIITY Ka0 TETpaMEepH, CaCTaBJbEHM OJ1 JIBa THIA MOJjeuHHIA, o U 3, MehycoOHO
koBasleHTHO moBe3anux (Adams et al., 2000). IGF-1R mosyperienTop ce CHHTETHINE Kao
jelaH TOJMIMENTHAHU JlaHall, a MOTOM Ce€ MOCT-TPaHCIAlMOHO MOAM(UKYje HCELambeM,
najyhu Banhenujcky o nojgjeaununty (oko 135 kDa) u tpancmemOpaHcky 3 moJjeAnHUILy
(95 kDa). IMoxgjenuuuiie cy Besane mucynduaaum Bezama (aff momyperentop). JBa of
nonypenentopa (opmupajy ,3penmun”  a2B2 xomopenentop (ciwka 3), rTpahemem
mcynduaHux Besa usmely o nogjeaununa (Jacobs et al., 1983) .

Mecra 3a Be3uBame JIMTaHJIa Ce Hama3e Ha o moajeaunuinama (Schaefer et al., 1990;
Brandt et al., 2001), 1ok ce THPO3UH-KHHA3HA AKTUBHOCT MCIOJbaBa MPEKO [3 MOIjeAMHHUIIA
(Kasuga et al., 1982). BesuBame mwranma 3a BaHhenWjcKe [IOMEHE JOBOIH JIO
KOH(OpMalKoHe TPOMEHE KOja 3a Mocieauily uma GochopruiioBame ocTaTaka THPO3UMHA HA

 momjeauHUIIaMa, ITO aKTHBHPA KWHA3HY akTUBHOCT perenrtopa (Rubin et al., 1983).
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Cmuka 3. Crpykrypa IGF-1R

300r cTpykrypHe xomounoruje, IR u IGF-1R mory popmupatu xubpuanu peuenrtop,
KoTa YMHHM 110 jeaan off nomypenentop oba tuma (Kasuga et al.,1983). Ouu Be3yjy oba IGF
MeNTHIa ca BEIIMKUM aMHUTETOM U ToHamajy ce cauaHo kao IGF-1R. Ca npyre crpane,
MHCYJIMH C€ Be3yje ca JeceT MmyTa MambuM auHUTETOM 3a OBaj perentop Hero 3a IR (S00s
et al., 1993). dusnononika ynora XMOpUIHUX peLienTopa jour yBek Huje nmo3nata (Belfiore
et al., 2009).

IGF-2R ca Bucokum adururerom Besyje IGF-II (K4= 0,2 nM), nok ce IGF-I Be3yje
ca 3Ha4ajHo MamuM apuauTeToM (K= 0,4 X 10° nM) (Lee et al., 1986; Ewton et al., 1987;
Tong et al., 1988). IGF-2R je Oudynkimonanau penentop, Mace oko 300 kDa.
Banhenujcku pernon IGF-2R ce cactoju ox 15 xomomorux noMeHa, o KOjUX CBaku
caapku oko 150 amunokucenuna (Morgan et al., 1987). Kao mto je peueHo, oH 3a cebe
Be3yje JIN3030MCKe €H3MME U JApYyre NpoTenHe Koju uMajy M6P kao Mapkep nperno3HaBama
u IGF-1l, anu Ha paznuuutum Besyjyhum mectuma (Devi et al., 1998; Tong et al., 1989;
Westlund et al., 1991). Ckopo cBe henuje cucapa Ha CBOjOj MOBPIIHHHA €KCIIPUMHPAjy OBaj
peuentop. Hberosa riaBHa ynora je 1a ycMepH KpeTame mpoTerHa ca MO6P ka nu3zo3zomy u
na ykinonu IGF-1l u3 uwmpkynauuje, uarepHanusyjyhu ra u, taxobe, ycmepaBajyhu ka

TH3030My y Jby pasrpaame (Mac Donald et al., 1988; Kornfeld, 1987).



2.2.3 Be3yjyhu nporennu 3a ¢pakrope pacra ciiuune uacyauny (IGFBP)

Monekymu IGF ce y nupkynainuju Hamaze y KOMIUIEKCY ca Be3yjyhum mporenHuMa
(IGFBP), xoju uM mpomyxkaBajy IMOJYKHUBOT, TPAHCHOPTYjy HMX A0 UWBHHX henuja u
KOHTPOJIMINY HUXOBY MHTEpakuujy ca perenrtopuma. Ce HaBeaene ynore IGFBP cy y
¢ynkuuju perynanuje akruBHoctu |GF nentuna. IGFBP, melhyrum, ncnosbaBajy u nejctsa
HezaBucHa ox IGF nuranana. Ilon TepMuHOM He3aBUCHA JI€jcTBa ce yOpajajy oHa Koja He
noBojie a0 aktuBanuje Hekor on IGF penenropa, maga IGF moxxe 6utu Beszan 3a IGFBP
(Rechler, 1993; Jones & Clemmons, 1995).

Jo manac je ommcano mect npunaaauka |(GFBP mopoauie, koju Be3yjy nuranje ca
BeniukuM apuauterom (Rechler, 1993). Ocum OBHX IIECT, Y JUTEPATYPH CE CIIOMUILE H
IGFBP-7 (Swisshelm et al., 1995), anu je oH CTPYKTYpHO pa3jIMYMT U HE Be3yje JIUTaHIE ca
BenimkuM aduaurerom (Oh et al., 1996). On ce He cmatpa “npaBum” IGFBP u o memy Hehe
outn Bume peun. Mace IGFBP monekyna ce kpehy on 24 no 45 kDa, a npoTenHn umajy
CIIMYHY CTPYKTYpHY OpraHuzanujy oA TpH JAOMEHa, ca jacHO jaepuHucaHuM N
(repmunanHuM) u C (TepMUHAIHUM) JoMeHOM (ciuka 4), uzmel)y kojux je mose3yjyhu L

(linker) momewn, mpomensbuBe cTpykType (Forbes et al., 2012).
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Cnuka 4. JlomeHcka cTpykTypa u obpa3zar yBujama IGFBP-1 no IGFBP-5 (Forbes et al.,
2012)



AmMuHOKHCenrHCKa cekBeHna pasnmnuutux IGFBP je ciuuna. ¥V okBupy ucre Bpcre,
IGFBP monekynu ucnospaBajy 50 % xomonoruje. Hajseha cnuyHOCT y CTPYKTYpH c€ BUIU
KpO3 CKOpO UCTH Opoj M mosioxkaj ocrataka nucrtenHa Ha N u C kpajy nanua. Monekynu
IGFBP-1 no IGFBP-5 mocenyjy miecT ouyBaHMX IUCYAGUIHUX Be3a y N JOMEHY, OK
IGFBP-6, mocenyje mer, 300r yera My je u oOpa3all yBUjalkba y TOM JOMEHY ApYyraduju
(cuka 5). Cu C goMeHHu Tmoceayjy TpH odyBaHe IUCyI(HIHE Be3e, INTO 3HAYU Ja
MOJICKYJIH YKYITHO caapye neBer aucyipuanux Beza (ocum IGFBP-6 xoju mma ocam u
IGFBP-4 xoju uma necer, ycnen aonatae aucyndumne Bese y L perumony) (Neumann &
Bach, 1999; Chelius et al., 2001). I'paheme nucyadumHux Be3a je CYMITHHCKH BaKHO 32
dbopmupame mecta 3a BesuBame |GF mentuaa; \mUXOBOM penykiujoMm ce Besyjyha mecra
ryoe. Ca mpyre crpaHe, CpeIUIIbU PETHOH j€ MPOMEHJBMBOT CacTaBa W OATOBOPAH je 3a
ucrnosbaBame crenuduunux ynora |IGFBP, kao mro je BesuBame 3a henmujcke cTpykrype,
MHTEpaKIFja ca IpyruM MPOTEMHUMA U JeoBame He3aBucHO o1 IGF nmentuna (Bach et al.,

2005).
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Cruka 5. O6pas3arr yBujama IGFBP-6 monekyina (Forbes et al., 2012)

Kpucranna ctpykrypa cnoboanux IGFBP, kao un onux ca Bezanum IGF nentuanma,
jom yBek Huje oxapehena. Mako je meronma nBogumensunonamne NMR Beoma ycremnHa 3a

onpehuBame CTPYKType Majaux MpoTenHa, keHa npuMmeHa kox IGFBP monekyna ce Huje



nmokasana nojecHoMm, 30or ckinoHoctu IGFBP ma arperupajy y ycmoBuma NMR ananmse
(Galea et al., 2012), kao u 300r mpeBenuke ¢uekcubuaIHOoCcTH L J0MeHa, mTO oMeTa
cTBapame cTabwiHe KpuctaiHe ctpyktype (Siwanowicz et al., 2005; Sitar et al., 2006).
Mebhytum, mo3HAaTE Cy KpHUCTaJIHE CTPyKType TepuujapHux komriekca IGF-1 ca
uzonoBauuM N u C pomenuma IGFBP-2, oxnocno IGFBP-4, y pactBopy (Kuang et al.,
2007).

Koncrante adpunurera IGF nentuna 3a IGFBP ce nanaze y HaHOMOJICKOM oricery.
NzonoBanu N u C nomenn mMajy 3HauajHo Mamu aduHuTeT 32 IGF Monekyne on menor
IGFBP (N nomen 10 cro myta, a C jomen u 10 xusbany nyra) (Payet et al., 2003; Kuang et
al., 2007) . IToka3aHo je na 1oMeHHu koorepaTuBHO Be3yjy IGF, 1j. mpucycTBo 00a qoMeHa
noBehasa IaHCy 3a Be3uBambe JIurania, ognocHo apunurer (Kuang et al., 2007). IGFBP-1,
IGFBP-3 u IGFBP-4 Besyjy cnmunum adunuterom o6a IGF mentuma, nox IGFBP-2,
IGFBP-5 u IGFBP-6 umajy Behu apunuter 3a IGF-11 (Firth & Baxter, 2002).

2.2.4 IGFBP nporease

IIpoteaze koje nenyjy Ha IGFBP Monekyne cy mpBu myT OTKpHBEHE y cepymy
TPYAHHUIIA Ka0 MPOTEONMTUYKU areHcu Koju pasnaxy IGFBP-3 (Binoux et al.,1994). o
cama cy ommcane Tpu kimace IGFBP mporteasa, ykipyuyjyhu kammkpewHe, KaTelCHHE H
MatpukcHe metanmonpotease. 3a IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4 u IGFBP-5 nponahene cy
crieruduyne mporease, 1ok 3a IGFBP-1 u IGFBP-6 uucy (Rajah et al., 1995).

[Tporeonnsza IGFBP wurpa xipyuyHy yhaory y KOMIUIEKCHO] peryJiainuju
KOHIIEHTpanuje ciao0oaHor, ¢usuonomku aktuBHOT IGF. @parmentu IGFBP nmajy mamn
apuauTeT 32 IGF Monekyse, mTo TOBOAM 0 OTHMYNITaka JIMTaHada M lbUXOBOT BE3WBAha
3a hemujcke penenrtope, unju je apunuter Behu Hero ¢parmenarta (Collett-Solberg &
Cohen, 1996). Y nocieamux HEKOJIUKO TOJIMHA, MTOKa3aHo je u aa pparmentu IGFBP mory
uMmatH OMOJOIIKY akTHBHOCT, He3aBucHY o IGF (Lalou et al., 1996).

[TpBa unentudukosana IGFBP mporeasa je Owiia aHTUTEH CHEIU(UYAH 32 TPOCTATY
(PSA) koju ce Hanazu y ceMUHaIHO] TeuHOCTH. OH je CepHH MpoTeasa CINYHA KATUKPEHHY.

Oga npoteasa noBoau 1o pasnarawa |GFBP-3 u IGFBP-5, anu ve u ocranux Besyjyhux

10



nporenna (Cohen et al., 1992). JIpyre nporease ciauduHe KaTUKPEHHY YKJbY4Y]y Y-HEPBHH
(dakTop pacra, KOju MMa 3ajeAHUYKH JAOMEH ca PSA u mokasyje jaky MNpPOTCOTUTHUKY
aktuBHOCT mpema IGFBP-4 u IGFBP-6 (Rajah et al., 1995). Cunepructuuko nenoBame
oBor (akropa pacra u IGF BaxHo je 3a henujcku pact, pa3Boj © 0OHOBY Y MOXKIAHOM H
JIPYTUM TKHBHMA.

Karencunu cy nu3030McKe poTease, akTUBHE Y KHceoj cpeannu, Ha pH u3mely 4
u 5,5. YdecTByjy Y MHOTHM (DU3HMOJIOIIKAM U TATOJOLIKUM IpOLECUMa, YKIbYdyjyhu u
HeorutacTuuHy uHuiTpauujy. Kartemcunu cy mporeaze cBux IGFBP ocum IGFBP-6
(Conover & De Leon, 1994; Conover et al., 1995).

Matpukcae Meranonporeaze (MMP) cy nentumne xuaponase Koje 3a CBOjY
AKTUBHOCT 3aXTE€Bajy MPUCYCTBO MeTanmHor joHa. [Topoauma MMP ykipydyje Benmuku Opoj
CH3MMa Kao IITO Cy MHTepCTHIMjaiHa kojareHasza (MMP-1), xenarunaza A (MMP-2),
crpomonuzud 1 (MMP-3), sxenatunasza b (MMP-7) u apyre (Rajah et al., 1995). Orkpuhe
oux IGFBP npoteasa je 3anouero otkpuhem |IGFBP npoteasne aktuBHocTH Qubpobiacta

3aBrcHe 01 ZN", in vitro i y cepymy TpysHux xenku murnesa (Fowlkes et al., 1994).

2.3 Peryjanmja cuHTe3e M OMOJIOMIKA AKTUBHOCT ejemeHara IGF

cucrema

2.3.1 ®akropu pacra ciimuan uHcyauny (IGF-1 n IGF-I1)

I'maBuuna cuntese IGF je y jerpu, mok ckopo cBaka henmja mma MoryhHoct
JIOKaJIHE CHUHTE3¢ OBHMX MENTH/a, KOjH MOTY UMAaTH TPOCTPYKO JI€jCTBO: €HIOKPUHO (Kao
XOPMOHH), ayTOKPHHO U TapakpuHO (Kao JoKanHu TKUBHU (aktopu) (D Ercole et al.,
1980).

Excnpecuja IGF-1 y jerpu je mon konTponom xopmoHa pacra (GH). IIpeko cucrema
HEraTWBHE TOBpaTHe crpere, moBehana konmeHtpamnuja IGF-1 moBomm mo cympecuje
npousBoame GH (Bermann et al., 1994). TToixau xOpMOHH, TTOCEOHO €CTPOTEHHU, YHjU CE

HarjM mopact jemana y myoeprety, nupektHo yrudy Ha IGF-1 u GH cuntesy (Mauras et
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al., 1996). IlutokuHu M KaTaOOJMYKH MpOIECH (cerca, IMOBPEAE, CTapeme) CMamyjy
npousBoamy IGF-1 (Puche & Castilla-Cortasar, 2012).

VYkynHa koHueHTpanuja |GF mMonekyna y HUpKyIauju opaciiuX Jby/IH € y Orcery
20-80 nM (Humbel, 1990). Konuentpanuja IGF-1 y kpBu 3aBucH 01 CTapOCTH, OAHOCHO
mocrerneHo ce mosehasa o1 pohema 10 mybepreTa, Haro pacte Tokom nybeprera (Cara et
al., 1987) u morom mosnako omaza (Rudman et al., 1990). IGF-I je dbynmameHTaIHE XOPMOH
OpraHoreHe3e M BeoMa BakaH XOPMOH 3a IOCT-HAaTaJIHU pacT u pa3Boj (Annunziata et al.,
2011). o pohewmy, xounentparuja IGF-11 y kpBu uznocu 50 % KOHICHTpaIHje OAPACIHX,
aJlv 10 TIPBE TOAMHE JOCTIKE BPETHOCT KOja c€ MPAKTUYHO HE MEHa TOKOM KHMBOTA H 3 JI0
4 nyta je Beha ox xonnenrpaiuje IGF-1 y cBakom xkuBotHOM 100y (Livingstone & Borai,
2014).

IGF nentuau cy jaku MUTOTeHH 32 MHOTE TUTIOBE henuja u uMajy IICHTPAITHY YIIOTY
y pacty u pas3Bojy (Stewart & Rotwein, 1996). Ocum cucremcke ynore, IGF umajy u
JIOKAJIHO JIEjCTBO, y pereHepanuju TKUBa U 3aresbuBamy pana (Werner & Grose, 2003).
CBu OBHM TIpOllECH 3axTeBajy CTUMylanujy henujcke neobe U Mopajy OUTH CTpOro
KOHTPOJMCAaHH, 300r dYera IIOCTOJU BEJIMKH OpoOj pEryslaToOpHUX MeXaHu3aMa KOju
yIIpaBJjbajy BUXOBOM OMOJIOIIKOM aKTUBHOIINY.

ITosehan ynoc mporemna mnosehaBa kouueHtpauujy IGF-1 y nwmpkynanmju, y3
onapehenn muanManHu kanopujcku yHoce (Isley et al., 1983). ®akropu 3a koje je mo3Haro jia
y3pokyjy mpomene y koHmneHtparmuju IGF-1 cy m xonmnenrpanuja wacynmmaa (Pao et
al.,1992), roqune crapoctu (Livingstone & Borai, 2014), non (Jgrgensen et al.,2004),
¢usnuka akrusHoct (Nishida et al., 2010), nuBo crpeca, mpucycrtBo 6onectu (Van den
Berghe, 2000).

CreneH yxpameHOCTH Takohe IMpeacTaBba BakaH (akTop KOjU YTHYE Ha
excnpecujy IGF-I (Hintz et al., 1978; Grant et al.,1973). Haume, Beh nocie Henepy nana
riajoBama, konueHntpanuja IGF-l y nupkynanuju ce TOTMKO cMamyje Aa OAroBapa OHOJ
Koja ce cpehe kox crama xunonuryurapusma (Campillo et al., 2000). ITaxg koueHTpanuje
MOJKe OWTH TIOCIETUIa CMambeHe MPOU3BOIE CBUX MPOTEHHA Y jeTpH, alld yKa3yje U Ha
HAauMH Ha Koju ce mocrojehn XpaHspuBH cacTojiuu mnpepacnopelyjy. Y MomeHTy

HEYXPAmEeHOCTH IIMJb OpraHu3Ma je OJpKaBambe OCHOBHHUX METAa0OJIMUYKUX Ipolieca, a He
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pact u obnoBa tkuBa (Livingstone 2000). Konuentpamuja IGF-1 ce Bpaha Ha Hopmaiy 1o
YCIIOCTaBJbalkhy HOPMAIHOT PEXHMMa HMCXpaHE W MOCTeNeHo ce rnoBehaBa ca qoOMTKOM Ha
texxunau (Clemmons et al., 1981; Hill et al., 1993). Kparak nepuoj mojy>KMBOTa YMHU Ta
OCeTJPMBHM Ha KpAaTKOPOYHE MPOMEHE y HYTPUTHUBHOM CTaTyCy, INTO C€ MOKa3aJo
KOPHCHHUM Y HaJArJIe[amy HCXPambeHOCTH U ormopaBKa maiujenara (Unterman et al., 1985).
300r oBakBe OCET/LUBOCTU Ha yHOC xpaHe, IGF-1 6u ce Morao KOpUCTUTH Ka0 HYTPUTHUBHU
MapKep MpH MPOLIECHH CTEIeHA HCXPabeHOCTH mojenuHara (Livingstone, 2012).

Cunteza IGF-l 3anounme y ¢eramnom mepuoxny, kama IGF-1 oGe3behyje pacr
opranu3Ma, yruuyhu Ha CKeleT, MiIeuHe Jesne, npoctary u mumuhe (Nakae et al., 2001;
Baker et al., 1993). V onpacnom opranusmy, moceOHO je 3HawajHa ynora IGF-I vy
oJjpKaBamby MHIIMNHOT, HEPBHOT M Kapauo-BackyinapHor cucrema (Clemmons, 2009;
Torres-Aleman 2010; Colao, 2008). Ha henujckom HuBoy, IGF-1 ctumynumie pact, neo0y u
nudepeHimjaiyjy, a moceayje u antu-amnontorcko aejctro (Pollak et al., 2004). Jlenosame
yriaBHOM octBapyje Be3yjyhu ce 3a IGF-1R (Le Roith, 2003).

EnuneMuononike cryamje cy mokasalie Ja je pu3uK 3a J100Hjamke TyMopa MpocTaTe
(Chan et al., 1998), nojke (Peyrat et al., 1993) u ne6enor mpesa (Manousos et al., 1999)
nosehaH KoJ| mojeAnHaNa Koju nMajy Behy koHuentpauujy |IGF-l y nupkynanuju, Hero Kox
OHHUX KOJ KOjUX Cy OHEe Mame 0]l mpocedHux BpeaHoctu. |IGF-I ctumynume neody henuja
BesuBameM 3a IGF-1R. IMosehana GuomoctymaocT IGF-1 Moxe OuTH pe3ynraT cMameHe
npousBoame |GFBP monekyna nnn muxoBe nHTeH3MBHHjE mpoTeonnse. [losehan crenen
nporeonuze IGFBP-3 Halen je koa Tymopa mpocrate, ycnen aejctea PSA (prostate specific
antigen- anturen crneruduuan 3a npoctary) (Cohen et al., 1992), katencura D (Nunn et
al., 1997) u ypokunase (Angelloz-Nicoud & Binoux, 1995).

Ocum wmwutoreHor, IGF-1 ucrosraBa w1 MeTabonMMUko JejcTBO. 300T CTPYKTYpHE
XoMoJioruje ca (mpo)uHCcynuHoM, oH ce Moxe Be3atu 3a IR, IGF-1R umu IR/IGF-1R u
YTUIIATH Ha XOMEOoCTa3y TIyKo3e M MHCIMHCKY ocerspbuBocT (Clemmons, 2006; Yuen &
Dunger, 2007). IToka3ano je na uadysuja IGF-I, y komOounanuju ca IGFBP-3 (3ajemno ca
WHCYJIMHOM), MalMjeHTHMa ca aujadetecoM TN | 1OOBOAM [0 JOAATHOT CMamema
IITyKOHEOTeHe3e Y jeTpu U noBehaHor nmpey3uMara IiyKo3e 0J] CTpaHe TKHMBa, Y OJHOCY Ha

uHdy3ujy camor mHcyiauHa (Clemmons et al., 2000). Ocum Be3uBameM 3a penenTope,

13



edekar IGF-I ce ucnosraBa u kpo3 MHXUOUIM]Y ydema GH Koju MMa aHTH-MHCYITMHCKO
JI€jCTBO, OAHOCHO CMambyje oceT/buBOCT jetpe Ha mHcynmuH (Ohlsson et al., 2009)). o
CIMYHUX OTKpuha ce J0ILI0 M Koj obonenux oj aujadereca tuma 2 (Clemmons et al.,
2005). OBakBe TeparneyTcKe MpoIeaype ce joll YBEK HCIUTYjy, MOIITO je KOHIICHTpallrja
cnoboanor IGF-I morpebHa na m3azoBe edekar u g0 20 myra Beha oa Gu3HOIOINIKE, IIITO
MPEJCTaBJba OMACHOCT 33 OCTaJIa TKHBA, IOCEOHO aKO ce MMajy Y BHIy MUTOT'CHU M aHTH-
anonorrrorcku edpextr IGF-1 (Clemmons, 2006).

Ilro ce Tmue merabomusma ymnuna, IGF-1, 3a pasnuky ox GH, mcrnosraBa anTH-
JUTONUTHYKO JISJCTBO y MacHOM TkHBY. /laBame pekomOunantHor IGF-l (3a pasnuky of
pekombOuHanTHOr GH) He yTHue 3HaYajHO Ha CMameHme IeHTpaaHe rojasHoctu (Taaffe et
al., 2001), mrro je mocnenuiia mocrojama GH penenropa u oncycrsa IGF-1R Ha 3penum
amunorutuMa. Ca apyre cTpane, peKypcopu MacHux henuja caapke Benuku 6poj IGF-1R
u BesuBame |GF-1 3a wux je HeonxoaHO 3a qudepeHnnjann]jy y 3penie agunonure (Scavo et
al., 2004).

Hase anabonmuko nejctBo IGF-l ce mcmospaBa Kpo3 MO3UTHBHU a30THH OWIIAHC,
noBehaHy cUHTE3y NIPOTENHA U MHXUOUIU]Y POTE0NIN3e, MoceOHO y MuiinhHoM TKuBY (Le
Roith & Yakar, 2007; Mauras & Heymond, 2005). GH u IGF-I ce, 360r oBor edekra,
KOpDUCTE Yy MEIMIMHCKE CBpXe KOJ Jieuela KaTaboNIMYKUX CTamka 3a Koje je
KapakTepucThyaH ryourak mummuhae mace (Le Roith et al., 2001).

IGF-II ce y nupkysanuju Hamasu y aBa oonuka, kao “3penu” IGF-11 mace 7,5 kDa u
kao 13B. "Benuku” IGF-11 mace 10-18 kDa (3ampaBo, Buille MOJNEKYJICKUX BpCTa). ~Benuku”
IGF-Il Hacraje neIMMUYHOM MOCT-TpaHCIAIMOHOM O00pajoM MPUMApHOI TPAaHCKPHUIITA
(cnmka 6), Tj. caapKu caMo JETMMHUYHO yKIomeHe aeiaoBe E momena. Osa dopma IGF-11
guan #1710 20 % IGF-11 y kpBH, a ;eroBa ¢u3snoiomnika yiora Huje nmo3Hata (O "Dell & Day,
1998). Ilpu obpaau (nporeonusu) npumapHor tpanckpunrta IGF-Il, uzasaja ce jomr jenan
nentua on 34 aMHMHOKMCENWHe, Ha3BaH NpPENTHH, KOJU je OCUM Yy jeTpu HaheH u y
MaHKpeacy, I/le ce JIy4d 3ajeqHo ca uHCynuHoM u3 [ henuja. [lpentun noactuue

u3nyunBame uHCyrHa (Buchanan et al., 2001).

14



TIpenpo- IGF-IT

g B 11 A | E o

1 az 36 57 &7 158

IIpo- IGF-II l
" b I A |0 E -B|F
1 T I ] B 1

Spem IGF-II TIpenTiH

N B ] aA ”b E J
1 7] L 1

Cnuka 6. Crpykrypa IGF-Il u merosa mocr-tpancnaruona oopazaa (Livingstone & Borai
2014).

Kontpona cunreze IGF-Il je Beoma xomruiekcHa. Tpanckpumnmuja IGF-2 reHa je
JETUMHYHO TI0JT EMHICHETCKOM KOHTposioM. Haume, MexaHuU3MOM ,,yTUCKUBama“
(imprinting) eKkCOpUMUpa ce caMmo je/lHa BapujaHTa reHa, ¥ TO oyeBa (MajulHa BapHjaHTa je
»yTHIIAHA MeTWIoBambeM onpeheHux pernoHa Ha renHy). CmaTpa ce Ja ce OBUM
MEXaHU3MOM cripedaBa TpeBenuka npomsBoama IGF-1I. On Baxu 3a cBa TKMBa ocuM 3a
jetpy, rae ce excnpumupajy oba amena (Giannoukakis et al., 1993). Kao u xox IGF-I,
npousBoama IGF-11 je konTponucana u ucxpanom. Konnenrpauuja IGF-I1 y nupkynauuju
je cMameHa y ctamy Heyxpamwenoctu (Livingstone & Borai 2014). GH je ciab no3utuBHA
perynarop npousBoname IGF-1I, Tako 1a He yrhue 3HauajHo Ha WweroBy cunTe3y (WOIf et
al., 1994).

IGF-II uma Haj3HauajHHjy yiory y ¢derajHOM MepHoay pa3Boja, Kaga My je
KOHIICHTpanja u 1o jaecer myrta Beha on konuentpanuje IGF-1 (Moralli et al., 2000).
Hberoro 1iejcTBO Y pe-HaTATHOM pa3Bojy je yriaBHO mocpeaoBaHo pernenrtopuma IGF-1R u

IR. IGF-Il je m y mmanentn Bume 3actymubeH oa IGF-I rme je, takohe, HajBaxHUjU
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perynatop pacta. |GF-ll ctumynuie TpaHcnopT XpaHJ/BMBUX cacTojaka 10 (eryca, yrude
Ha MHBa3Wjy U nposrdepanujy Tpododiacra, criennjaM3oBaHuX hemrja Koje uMajy BaKHY
yJOTy y UMIUIAHTAIMjU eMOPHOHA M HErOBOj MHTEpaKIMju ca TkuBoM Matepuiie (Irwin et
al., 1993). Y oapacimom 106y, IGF-11 yuectByje y nporecy anruorenese (Piecewicz et al.,
2012), nudepenumjanuju heamja wmmynckor cumcrema (Schwartz et al.,, 1993) u y
mudepeHIrjauju 1 oapxkaamy MurhHo-komrador cucrema (Wilson & Rotwein, 2006;
Conover et al., 1996).

Kao u IGF-I, IGF-Il ucriosraBa MeTabonmuuku edekar Ha MacHO TKHBO, MUIKhe U
jetpy. Y jerpu, OH cy30HMja TJIIyKOHEOTE€HE3y W CTHMYJIHUIIEC CHHTE3y TJIHMKOreHa. Y
nepuepHUM TKHUBHMA, CTUMYJIHIIE MPEYy3UMame M OKCUAALHU]y TIYKO3€, U TOJCTHYEC
CHHTE3y IMnuaa u nporenHa. [lomrTo My je KOHIEHTpamuja HEKOJUKO ImyTra Beha on
konnenTpanuje IGF-1, a moxe crumynucatu henmjcko npey3sumama rirykose, mopemehaj y
BEroBoj cunTesn (noseharme) Moxe noBectu a0 xunoraukemuje (Murphy, 2003). JlokanHo
npousBeaenu IGF-11 y jajuunuma ctumynuiie Tpou3BOKY €CTpaanoia, MPorecTepoHa u
aryporena (Cara, 1994).

Toxom crapema henuja, nonasu A0 TyOUTKa peryianuje MexaHu3ma ,,yTHCKHBama ™
Ha MajuuHoM xpomo3omy (loss of imprinting, LOI) koju nounme na excnpumupa IGF-II,
IITO JIOBOJH JI0 FeroBe mpekomepHe npousBoame (Fu et al., 2004; Kaneda et al., 2007).
OBo msnaxe hemuje moeehanoj kommuman IGF-1l, xoju crumynuie HUXOB pacT M
unxubupa anonto3y (Gallagher & Le Roith, 2010). ITocroje oOumHM T0Ka3u 1A je, KOJ
Jbynu, mojaBa Tymopa mpaheHa ryoutkom perynauuje ekcmpecuje IGF-1l. LOI je
yoOHuajeHa enureHeTcka aHomanuja koja Tymopa nojke (Hartmann et al., 2005), jenmwaka
(Zhao et al., 2009) u jajuuka (Murphy et al., 2006).

Benuky wnm MeracTarckh TyMOpH MOTy OWTH TpaheHH pEeTKUM CHHIPOMOM
Ha3BaHMM “‘TyMOpCKa XHITOTJIMKEMH]ja Koja He notuye ox 3 henuja ocrpsana’” (non-islet cell
tumour hypoglycaemia, NSAIL) (Marks & Teale, 1998), umju je TIaBHH Yy3pOK
npekomepHa ekcnpecuja IGF-11, rae ,,Bemukn™ o6k unau U 10 60 % ykymHor IGF-II
(Hizuka et al., 1998). Paznmuuntu dakropu yruuy Ha creneH poctynHoctu IGF-I1'y oBom
nopemehajy. ,,.Benmuku obmuk IGF-1l Besyje ce uctum apunurerom 3a IGFBP monekyne

Kao U ,j3penu” oOmuK. 3a pasziuuKy OJf Iera, Mame e(pukacHo (opmHpa TeplLujapHU
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KOMILIEKC, 300T CMameHOr aQMHHUTETa 32 NMPOTEWH Ha3BaH ‘“‘MOJjeIMHUIIA HECTaOMIIHA Y
kucenoj cpeauuun” (acid-labile subunit, ALS) (Daughaday, 1996). Tume ce mojactuue
crBapame OmHapHux komiuiekca |IGF-1I/IGFBP, koju mory mpohu kpo3 3uj0oBe Kamuiapa
(Bond et al., 2000). domatHo ce ,3penu IGF-1I u3 TepiujapHOr KOMILIEKCAa 3aMemYyje
,Bemukum IGF-11, Tako na ce konnenTpanuja ciodoanor “3penor” IGF-1l y nupkynamnuju
noehaBa u mo 20 myra (Frystyk et al., 1998). Hesezanu “spenmun” IGF-ll memyje kao
MHCYJIMH | J0Boau Jo xunoriukemuje (Daughaday et al., 1988). Xunornukemuja 6u, Kox
3IpaBuX, cTuMyiucana npousBoamy GH koju Oum, 3ay3Bpar, uMao JEjCTBO CYIPOTHO
uncynuny. Kox NSAIL, wehyrum, Bemuka xonuentpamuja IGF-II  cympumupa
npousBoamy GH (Le Roith & Butler, 1999). Mana xonnenrpaiija GH yrude Ha cMambemne
MIPOU3BO/IIE CBHX KoMITOHeHaTa TepuujapHor komiviekca (IGFBP u ALS), uume ce
JOJaTHO OJprKaBa BelMKa KoHIeHTpanuja ciodboxanor IGF-11, ctBapajyhu ,,3auapanu kpyr”

y KOHTpoJin MeTabosmu3ma rirykose (de Groot et al., 2007).

2.3.2 IGF peuentopu (IGF-1R u IGF-2R)

ITo Be3uBamwy suranga 3a IGF-1R, aktuBupa ce yHyTpalima TUPO3UH KHHA34, ILITO
noBoau 10 ayrodochopuiOBama oOcTaTaka THpPO3MHA Y YyHyraphemujckom gneny [
nogjenunaune. DocopopusioBaHM THPO3ZUHCKH  OCTaTak CIy)XH Kao MecTo 3a
,,YKOTBJbaBame" HEKOJHMKO CYIICTpaTa, YKIJbY4dyjyhu U cyrncTpaTe WHCYIMHCKOT perenTopa
(insulin receptor substrate, IRS) 1 10 4, kao u Shc (Src homology 2 domain-containing)
nporeune (Butler et al., 1998; Samani & Brodt, 2001). OBu npoTenHu najbe perpyryjy
Ipyre cymncTpare, akTuBupajyhu pasnuuuTe curHaiHe kackane. Kpajwu pesynrar je
aKTHBaIMja jegapHux ¢akTopa, KOju MOBOJAE 10 HWHIAYKIHMje hemmjcke mpoiudeparyje
(Hermanto et al., 2000; Grey et al., 2003).

IGF-1R je jeman ox perynaropa heiamjckor HuKIyca Kpo3 ,.Han3op Beher Opoja
KOHTPOJIHMX Tadaka. AKTHUBHpame CHUTHAJHE Kackaie 1aoBoau 10 moBehama Opoja
pubo3oma yHyTap henuje, Koju Cy HEONXOAHHU 3a yia3ak y cunrercku, G1 mukiayc (Dupont
et al., 2003). Takohe, crumynuiie npenas u3 G1 y S da3y nukinyca, nopehameM eKkcrpecHje

mukauaa D1, CDK4 u E (Rosenthal & Cheng, 1995; Dupont et al., 2000).
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3a pasnuky on IGF-1R, koju mpeHocu curnan mo BesuBamwy jauranna, IGF-2R to
yriaBHOM He paau. Beh je peueno ma oH TpaHcnoptyje nporenne koju umajy M6P u IGF-II
no nmu3zo3oma. Behwna henmja campku oBaj perientop y IMUTOCONY, JOK ce cBera 10 %
HaJIa3¥ Ha TOBPIIMHHU. YHYyTaphelujcKu pelenTopH CiIyKe Kao MPaTHOIM JIM3030MCKHX
eH3uMa Koju Hoce MOP, ol MecTa CHHTE3€ JI0 MPETU3030MCKOT Jiena, rjie Ha Mainom pH
J0J7a3u J0 JUCOIMjalrje KOMIUIEKCa M Jiajbel TpaHCIopTa €H3uMa J0 JIM3030Ma.
[ToBpIIMHCKY pElenTOpH CIYKE 32 MHTEPHAIM3ALN]y BaHNEINjCKUX JIN3030MCKHX €H3MMa
u IGF-Il, a mo BesuBamy, KOMILIEKCH yia3e y henmujy, TpaHCIOPTYjy Ce€ 0 JM3030Ma U
paznaxy (Kornfeld, 1992).

OU3MOIOIIKY PA3JIOT 32 BE3UBAKE JIBA BPJIO pa3nuyuTa THna cyrncrpara 3a IGF-2R
3a caja Huje mo3Hart. 3a pasnuky on IGF-1R, koju 06a cBoja Jinranma Be3yje ca mpuoINKHO
uctum adpunurerom, IGF-2R Besyje camo IGF-11 ca Benmukum adpunurerom (Kg= 0,2 nM), a
IGF-1 ca eynopeauso mamum (Kq = 0,4 x 102 nM) (Denley et al., 2004). ITokazaro je aa
nsa ymranga IGF-2R (M6P u IGF-11) mokasyjy perunpo4Ho UHXHOUTOpHH edeKar MpH
Be3WBamy, ogHOCHO BesmBame IGF-1l 3a cBoje MecTo cmamyje adUHUTET 32 BE3UBAME

nm3o3oMckux ensuma (Rosenfeld et al., 1987).
2.3.3 Be3yjyhu nporennn 3a IGF nentune (IGFBP)

IGF nenrtuam y nupKynanuju cy ckopo y normyHocT Bezanu 3a IGFBP monekyie
(Kg ~ 10%°-20™M) u camo je oxo 1 % ykymror IGF cmoGoxro (Oh et al., 1993). Kox
oapacnux seymu, 75-80 % IGF menTtupa ce TpaHcmopTyje y TepuujapHUM KOMIUIEKCHMA
koju ce cactoje u3 IGF-1 wim IGF-11, IGFBP-3 (unu IGFBP-5) u nporenna ALS (Boisclair
et al., 2001; Twigg & Baxter, 1998). OBu xomriekcu ¢y mace 150 kDa (kox IGFBP-5, 130
kDa), He mposaze Kpo3 eHAOTeNHy Oapujepy KPBHHX CYAOBa M MPOJYKaBajy MOIYKHBOT
IGF nentuna na 12-15 h (momyxwuBot cnoboaHor IGF je oko 10 min) (Guler et al., 1989).
Cunrezy IGFBP-3 u ALS mnosurusHo perymume GH (Rosenfeld et al., 1994). Beh je
peueno na je apunuter IGFBP 3a IGF mentune Behm mero adunumrer IGF-1R, mro
00e30ehyje koHTposy akTHBHOCT OBUX (akTopa pacta (Oh et al., 1993). Ocranu IGFBP

MoJieKyHu ¢opmupajy ounapue komekce (40-50 kDa) koju mory npohu kpo3 eHIOTEIHY
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Oapujepy U ciuyxe kao mocpemnuinn 'y mehyhenujckom pacnopehuBamwy IGF mentuaa
(Livingstone & Borai, 2014).

IGFBP cy u camu OMOaKTHBHH MOJIEKYJIU KOjH WCIOJbaBajy (DYHKIMjEe HE3aBHCHE
on IGF nejcrBa. Hemocpenno yruuy Ha pact henuja (Oh et al., 1995; Conover et al., 2000),
HHAYKIHjy nporpamupane henumjcke cmptu (Rajah et al., 2000) u perynumnry aenoBama
npyrux ¢akropa pacra. OBe OHOJIONIKE aKTHBHOCTH M FbUXOBA KOHTPOJIA 3aBHCE O] ITOCT-
TpaHC/IalMOHUX Moaudukanuja (rauko3mwioBame, (ocopunosame) (Firth & Baxter,
2002; Graham et al., 2007), unTepakiyja ca ApyrdM MOJICKYJIMMa y KPBH, Be3WBarba 3a
peuentope Ha noBpmuad hemuja (Firth & Baxter, 2002) u mporenne Banhenujckor
marpukca (Russo et al., 2005), kao u 3a joue metana (Huq et al., 2009).

3a IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-5 u IGFBP-6 je moka3ano 1a MoTy MHTEparoBartu ca
elleMeHTHMa BaHheIMjcKOr MaTpHKca Tj. ca riumko3amuHoraukanuma (Booth et al., 1995;
Fowlkes et al., 1997; Firth et al., 1998; Russo et al., 2005; Kuang et al., 2006). ITomiro je
mzyuaBatbe |IGFBP-2 mpenMer oBe nucepranuje, o mweMmy he Outu Bume peun. Y C
TEPMUHAIIHOM JIeJTy, OH MOceayje JAOMeH Koju ce Bedyje 3a xemapun (heparin-binding
domain, HBD), a umHe ra ocramy MIeCT aMHUHOKHCEIWHA (JBa OCTaTKa JIM3MHA, Ba
XHMCTHIMHA U TI0 jelaH ocTaTak acnaparuHa u jeynuna) (Kuang et al., 2006). UuTepakuuja
u3mely IGFBP-2 u xemapuna 3aBucu oa pH. Ha pH mamem ox ¢usuonomkor (pH 6),
oCTalli XWUCTUJIMHA TIOCTajy TIO3UTMBHO HAaENEKTpUCaHW, ITO 00e30ehyje jaky
€JIEKTPOCTAaTUUKY MHTEPAKINjy ca xenapuHoM. OBa 3aBucHOCT o7 pH monmasu mo m3paxaja
y (u3monomKUM cTamuMa Kaja je pH y neny opranusma cMameHa, Kao IITO je y CIydajy
3ale/bUBakba paHa WIM KOJ MeTaboNM4yKu akTuBHUX henmja Tymopa. 3a IGFBP-2 je
KapaKTEpUCTHYHO Jla TIOCEayje JOII je/laH JIOMEH 3a BesuBame xemnapuHa (X-B-B-X-B-X,
rae je B 6asuu ocrarak, a X xuapodooun) y L nomeny (Russo et al., 2005). 3a Be3uBame
IGFBP-2 3a riamko3aMuHOIIMKaHe je Hekanx motpeoHo npucyctBo IGF mentuma, a Hekan
He, IITO 3aBHUCH 0] criennUuIHOTr (PU3UOIOIIKOT CTaka W/WIIK TUMa TKuBa/oprana (Arai et
al., 1996a; Russo et al., 2005). UuTtepakuuja IGFBP monekyina ca rimko3aMUHOTIIMKAaHUMA
BaHhenMjckor MaTpukca perynuuie ornymrama IGF mentuna, ¢ o63upom na ce HBD
HaJIa3W OJIMax TOpe]] aMHHOKHCENIMHA BakHUX 3a BeauBame IGF (Song et al., 2000; Kuang

et al., 2006). Kaga ce IGFBP Bexy 3a rimko3amuHOrInKane, iuxoB apunuter 3a IGF ce
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3Ha4YajHO cMambyje, ociobahajyhu ux u omoryhasajyhu um ma ce Bexy 3a IGF-1R (Jones et
al., 1993b; Arai et al., 1994). IGFBP-2 u IGFBP-6 ce Be3yjy 3a BuIlle pa3IHYUTHX
rnuko3amuHorankana, Aok ce IGFBP-3 u IGFBP-5 Be3yjy HCKJbyYyMBO 3a XeMapHH,
xenapan-cyidar u nepmarad-cyngar (Fowlkes & Serra, 1996).

VY onpehennm cnydajeBuma, |IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-5 u IGFBP-6 mory yhu y
jenpo henwmje, rae yTudy Ha €KCIPECH]y TeHa W yHyTaphenujcKo MmpeHolieme curnaia (Xu
et al., 2004; Miyako et al., 2009; Azar et al., 2011; Lee et al., 2011).

IGFBP-1 u IGFBP-2 nmajy kapakTepucTHUHY CEKBEHIly aprHHHH-TJIMIIUH-acIiapTaT
(RGD), koja um omoryhasa BesuBame 3a a5P1 unrerpun (Jones et al., 1993c). Osaj Tun
MHTEpaKIyje cMamyje hennjcky anxe3ujy U pa3MHOXKaBambe, a CTUMYJIHILE MUTPAIU]y, IITO
Cy CBE IPOIICCH YKJbYYCHH Y HEOIUIaCTU4YHY TpaHchopmanujy henuja u meracrasze (Schutt
et al., 2004; Russo et al., 2005; Wang et al., 2006).

IGFBP wmonexkynu moanexy MOCT-TpaHCIAMOHO] o0paau U To Hajuenthe
TJIMKO3WIOBakY, (ochopruIoBamy 1 POTEONHU3H. [ IMKO3UIIOBake HE yTUYC HA aMHUTET
3a IGF monekyne (Firth & Baxter, 1999), anmu meroBo usocrajambe Ha |GFBP-3 mosehasa
apuHUTET Be3WBama 3a hemujcky memOpany (Firth & Baxter, 1999). I'nmko3uiaoBame
IGFBP-5 noBehaBa meros apunuter 3a xemaput (Graham et al.,2007). I'muko3unoBarme
IGFBP-6 mtutu nporenn ox mpoteonuse (Neumann et al.,, 1998), u tako mpomyxaBa
MOJTY’)KUBOT y Ttupkynanuju. ®ochopunosame IGFBP-1 nosehasa meros adpunuter 3a IGF,
a nedochopriioBame j6 OCHOBHHM PErylaTopHU MexaHu3aMm 3a ornymrame IGF (Jones et
al., 1993a). ®octhopurnoame IGFBP-3 He Mewa weros apunutet 3a IGF, anu ra mtuth o
npoTeosu3e, cMamyje ahuHuTeT 3a MemOpancke cTpyktype u ALS (Coverely et al., 2000).
dochopunosame IGFBP-5 omera BesuBame 3a xenapun (Graham et al., 2007).

IGFBP-3 mMa 1oMeH 3a Be3WBame joHA MeTana, KOju OOMYHO HUje HM3JIOKECH U
3acuhen. IlpucyctBo jona merana Ha |IGFBP-3 yruue Ha mWeroBy HMHTEpakiHjy ca
MHTETPUHUMA U TpaHC()EepUHOM, Kao W Ha yHyTaphelnjCKh YHOC MPEeKo TpaHC(HEpHUHCKHUX
peuernrtopa (Singh et al., 2004; Hugq et al., 2009). Jouu nuuka yruuy Ha uarepaknujy IGF
nentuga ca IGFBP-3 u IGFBP-5 koju cy nmpeTxomHO Be3aHW Ha MOBPIIMHU henwja, unmMe

peryiuiy mbHUXOBY 6I/IOJ'IOIJ_IKy JOCTYIIHOCT. HaI/IMC, IIOKa3aHO je Ja NpUCYCTBO HIHUHKa
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cmamyje apunuteT oBa nBa IGFBP 3a IGF nentune, ynme ce onakimaBa npenaja JMranaaa
peuentopuma (Sackett & McKusker, 1998).

IGFBP monekynu y cBom L pernony mocemyjy Mecrta Ha Koja AeNyjy mporeaze u
pasrpabyjy ux (Firth & Baxter, 2002; Bunn & Fowlkes, 2003). OBo je HajBaxHUjH MPOIIEC
3a koHTpoay ormymTama IGF (Bunn & Fowlkes, 2003). bp3una mporconuze IGFBP je
peryiucana MpeKo HEKOJIMKO MEXaHW3aMa. JeldaH je mpoMeHa KOHIICHTpaIfje IpoTeasa
W/WnM BUXOBUX MHXUOWTOpa. pyru obyxBara crykrypHe m3mene Ha IGFBP, mperexHo
TIIMKO3WIIOBake U (ochoprmioBame (H0JaTHE Tpyne Cy OOWYHO 3allTHTa O] MPHUCTYIA
poTeasa, 300r CTEPHUX HJTH €JICKTPOCTaTHUKUX CMETHH). Tpehn Mmexanuzam ce ocnarma Ha
HEKOBAJICHTHE WHTEpPaKIMje, Kao INTO Cy BE3MBaWkEe JIMraHJa W HHTEpakKidja ca
Banhesnujckum marpukcom (Neumann,. et al., 1998; Gibson et al., 2001; Coverley et al.,
2000). Bume nctpaxuBama je mokaszano jaa mnporeonnsy IGFBP-3, IGFBP-4 u IGFBP-5
mory unxuoduparu apyru IGFBP monexkynu unu ¢pparmeHTH, moceOHO OHU (parMeHTH KOjH
caapxke OasHe JOMeHe Koju ce Bedyjy 3a xemapun (Fowlkes, J.L. et al.,1997). IGFBP-4
MHOrO Oprke TMOJIeKe Ierpajaldju OJ CTpaHe CBOje mporease (pregnancy-associated
plasma protein A, PAPP-A) ako je 3a mera Bezan IGF-Il, nero kana je Beszan IGF-I, nim
ako yoruTe HUje Bezan nurana (Lawrence, et al., 1999). Ca npyre crpane, Be3uBawe |GF-
Il 3a IGFBP-3 cmamyje ocetsprBoctT IGFBP-3 Ha nporease (Fowlkes, J.L. 1994), y onHoCy
Ha IGF-I, uim Ha oncycyrBo BesaHor jwradga. M3 oBora ce moxe 3akbydut aa IGF
Monekynu Be3aHu 3a IGFBP mory mmartu u cTUMynaTopHM W MHXUOWTOpHH edekar Ha
JIeJIOBambe MPOTeasa, y 3aBUCHOCTH O] KOH(pOpMaIMOHe TPOMEHE KOja YCIIEH 110 Be3UBamby
muranga (Bunn & Fowlkes, 2003). Kondopmanmone mpomene ce aorah)ajy U Be3uBameM
IGFBP 3a npoteornukane BanheanjCKor MaTPHUKCa, a TIOCIEIUIE Cy PA3IMUUTE U 3aBUCE O]
jemuor o apyror IGFBP. ITpumepa paau, IGFBP-5 Be3an 3a MaTpukc je Mame MOI0KaH
JIejCTBY MpoTeas3a Koje npousBoe ¢pudpodmactu (Jones et al., 1993), nok je IGFBP-3 Be3zan
3a MaTpUKC ¥ MHKYOHUpaH ca pudpodiaacTiMa moanoxuuju nerpagamuju (Conover, 1991).

[Ipomene y yKymHO] WpoTea3HO] aKTHUBHOCTH, mnpBeHcTBeHO I[GFBP-3, cy
3a0enexkeHe koj Beher Opoja MaToJIOMIKUX CTalkba OpraHu3Ma, Kao ITo cy aujadberec Tum 1
(Zachrisson et al., 2000) u Tun 2 (Bang et al., 1994), pasue Bpcre noBpena (Griffiths et al.,
1999), aptputuc (de Benedetti et al., 2001) u Tymop (Helle et al., 2001).
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2.4 Moaekyicka kapakrepusaumja IGFBP-2 u mwerosa yJiora y

(l)I/I3I/IOJIO]_lIKI/lM U MaTOJOIIKHUM IMMPOMEHaAMA Y OpraHu3smMy

2.4.1 CrpykrypHe kapaktepuctuxke IGFBP-2

Besyjyhu nporeun 2 3a dakrope pacta ciauune uacynuny (IGFBP-2) je mporeun
MmoJsiekycke mace oko 36 kDa, xoju je y 3Ha4ajHOj MEpH EKCIIPUMHUpPAH TOKOM (eTalHOT
pasBuha, a y oapacioMm 100y je YIrJIaBHOM CKCIPHMHpAH y jeTpH, MacHUM henujama,
PENpOAYKTUBHOM CHCTEMY M IIEHTPAJIHOM HepBHOM cuctemy (Shimasaki & Ling, 1991). Ca
IGF mentuauma rpagu OunHapHe Komiuiekce mace oko 43 kDa (Firth & Baxter, 2002).

Crpykrypa IGFBP-2 je nmpukasana Ha ciuiy 7.

peruoH

ioMeH Koju Besyje IGF  TTPOTCOTHTIYRE  qoMeH Koju Besyje IGF

. pasrpamme oo HBD-2

NH, |

l162QRAMGKGGKHH, 74|

Crnuka 7. Ctpykrypa u pyakironannu gomenn IGFBP-2 (Russo et al., 2014)

IGFBP-2 ce cactoju ox N u C momena, koju cy 6oratu mucrenHom (12 ocraraka y
N peruony u 6 y C peruony), a usmelhy je L noMeH Koju He caap>Ku OCTaTKe IUCTEHHA
(Firth & Baxter, 2002; Forbes et al., 1998). N u C nomeHu, kao ¥ KO APYrux Be3yjyhux
IpoTenHa, yuecTByjy y BesuBawy IGF menTuna, OK MojeiMHA4YHO HM30JI0BaHM IOKa3yjy
3HaTHO Mamu adpuuuter 3a IGF (Forbes et al., 1998; Ho & Baxter, 1997; Russo et al.,

1999; Hobba et al., 1996). Caspemene metoae ananuze (NMR) cy nmokazane na C gomen
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“Ma KJbY4HY yiory y BesuBawy IGF, ¢ 063upom na ce IGF nentuau 3a mera Be3yjy uCTUM
pernonnMa kojuma ce Besyjy 3a IGF-1R (Carrick et al., 2005). IGFBP-2 Huuje
TIIMKO3WJIOBAH ¥, MaKO MMa MeCTa 3a MOTeHIHjaHo (hocopuiioBame, Hajuelhe ce HaJla3u y
Hedochopunoanom oomuky (Firth & Baxter, 2002; Graham et al., 2007; Coverley et al.,
1997).

IGFBP-2 mocenyje kapakrepuctuuny RGD (Arg-Gly-Asp) cekBeHily, Koja je
IpUCyTHA M HAa MHOTMM THpoTenHMMa BaHhenujckor marpukca (HOp. (UOPOHEKTHH,
BUTpOHEKTHH). OBa CEKBEHIIa UM OMoOryhaBa J1a ce BEXY 3a aJXE€3HMOHE peLEeNnTOpe Ha
noBpuinHU henuja, kao mrto cy uHTerpuHu. RGD y oxBupy IGFBP-2 06e36ehyje
unrepakuujy |IGFBP-2 ca unrerpunuma avp3 u abBl (Song et al., 2003; Frommer et al.,
2006; Pereira et al., 2004; Perks et al., 2007; Foulstone et al., 2013).

Cpenummsu pernon IGFBP-2 canpxu ceksenty PKKLRP, koja je Tunma X-B-B-X-
B-X, winu kxako ce jour 3oBe HBD, 3a BesuBame xemapuna (Cardin & Weintraub, 1989).
OBaj nomen omoryhaBa IGFBP-2 na ce Bexe 3a eneMmenTe Banhenujckor MaTpukca U Ja
yTude Ha nponudepanujy u murpanujy henumja (Russo et al., 2005). HenaBna uctpakuBama
cy mokazaiia nma HBD, y crBapm, npencraBiba nBa permona HBD1 w HBD2. HBD1
nocpenyje y BesuBawy |IGFBP-2 3a moBpmumHCKM peuentop HPOTEHHCKE THUPO3UH
docdaraze B (receptor protein tyrosine phosphatase B, RPTPB) u noBomu 10 meHe
unxuouimje (Shen et al., 2012). Be3uBame HBD2 3aBucu on pH cpenune. 3a merony
aKTUBHOCT Cy Ipecy/Ha JIBa OCTaTKa XMCTHUIWHA KOjH ce MpOoToHYjy y pH omcery 5,5-6,0,
nok cy Ha pH 7,4 neaktuBHu. Jlo caga Huje yTBpheHO ga 1M ce OBaj JOMEH
aKTUBHUPA/I€aKTUBUPA y 3aBUCHOCTU o pH M xa nm y kucenoj cpenuHu uma oapeheny
ounonomky ¢yukmujy (Kuang et al., 2006). Uurepakuujom IGFBP-2 ca emementuma
BanhenujcKOr MaTpWKca WIM ca henwjckuM pernentopuma o0e30ehyje ce JOKaIHO
koHreHTpoBambe IGF u ormymrame (Arai et al., 1996; Russo et al., 1995; Russo et al.,
1997). Ilpema jennoj rpynu uctpaxkubada, BesuBame |IGFBP-2 3a Banhenujcku matpukc y
in vitro ycsjoBrMMa 3aBHCH OJ TOra Ja Ju je 3a mwera Besan IGF, ogHocHo BesuBame IGF
noBoau 10 koHpopmarmone nmpomene IGFBP-2 kojom ce mznmaxe HBD (Arai et al., 1996).
IIpema npyrum uctpaxusaunma, narepakuuja IGFBP-2 ca IGF nuje neonxonna (Russo et

al., 1997; Russo et al., 2005).
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ITocToje jakm pokasm na moBehana ekcrpecuja IGFBP-2 moxke moBectu 10
aKTHBAIM]e MTPO-TYMOPCKOT MporpaMa eKCIpecHje, mpecyaHor norahaja koju je morpebdaH
3a OTIOYMIbALE WM CTUMYJIAIIN]y arpecUBHOT MoHalama henuja paka (Azar et al., 2011),
u 1o ynackom IGFBP-2 y jempo hemuje (Azar et al., 2014). V L peruony IGFBP-2 ce
Hamasu crenudUYHa CEKBEHIlA 3a jemapHy Jokanu3anujy (nuclear localization sequence,
NLS), crpykrype PKKLRPP, koja je moTrpebHa 3a HHTEpakiujy ca HMIOPTHHOM O
(MMITOPTUHM TPUTIA/AJy KJIaCH MPOTEHHA KOjJU C€ 30BY KapHO(EpPHHU U KOJH CY YKIbYUCHH
y TpaHCHOPT MoJieKyJa u3Mely nuroriasme u jeapa). OHO ITO je MHTEPECaHTHO je 1a ce
NLS cekBenma moxiama ca HBD1 cexBenniom. HeoBackymapuzaiuja je BakaH paHH
norahaj y HampenoBamy Tymopa, a mokazano je na IGFBP-2 crumynuine mpousBoImy
BacKyJapHor enjgotenHor gakrtopa pacra (vascular endothelial growth factor, VEGF),

HaKOH yHyTaphenujcke /yHyrapjenapue nokanuzanuje IGFBP-2 (Azar et al., 2011).

2.4.2 Peryaaumja cunresze |IGFBP-2

Kon oxpacnux ocoba, konrenrpanuja IGFBP-2 (2,7-27,8 nM) (Ranke et al., 2000)
MOJUIe)KE MalliM JTHEBHUM (UIyKTyalljama, yrJIaBHOM TIOClie OOpoka OOorator yribeHUM
XHJpaTuMa U mpoTenHuMa, kaj ce nosehasa. ['maBauna IGFBP-2 y nupkynauuju norude
u3 jerpe. GH u IGF-I 3nagajuo yruuy Ha mpomsBomamy IGFBP-2. GH ce monama kao
unxuoutop cunreze IGFBP-2, mox je IGF-1 ctumynarop (Clemmons et al., 1991).
3abenexeHa je M MO3UTHBHA Kopenaiuja usmel)y cepymckux konuenrpauuja IGFBP-2 u
IGF-1l, Tako na u oBaj mentux yrude Ha ekcrnpecujy IGFBP-2 (Blum et al.,, 1993).
TecrocTepon Oiokupa HeratuBHe edekre koje GH mcrmosraBa Ha npomsBoawmy |IGFBP-2
(Minzer et al., 2006). Kounenrpanuja IGFBP-2 y tupkymamuju ce Moxke moehatu
J0OJIATHUM YHOCOM yribeHHX xujpaTta u nportewna (Vrieling et al., 2004; Crowe et al.,
2009; Pucilowska et al., 1993). Jlukonen Bpiu crumynanujy IGFBP-2 cunTese ko jbyau
(Vrieling et al., 2007), a Butamun D cynpecujy kox Tymopckux hemujckux nuamja (Stewart
& Weigel, 2005). I'magoBame mosehaa konnentpaiujy IGFBP-2, a moBpatak yoOudajeHoj

HCXpaHU J0BOJIH JI0 BberoBe HopMasim3anuje (Counts et al., 1992).
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Ha excnpecujy IGFBP-2 y Benmkoj mMepu yrtuue (GyHKIHOHATHU CTaTyC TyMOp
cynpecopnor rena PTEN (phosphatase and tensin homolog) (Levitt et al., 2005; Mehrian-
Shai et al., 2007). I'youtak merose GyHkije je uecto npahen nosehameM KOHIIEHTpAIH]E
IGFBP-2 y kpBu u o6pHyTO, onHocHO mHaykuuja PTEN cympumupa cuntesy IGFBP-2
(Levitt et al., 2005). JIpyru TyMOp CYIIPEeCOpHH T'eH KOju yrude Ha koHueHrpanujy |IGFBP-
2 je p53, xoju ce Be3yje 3a HHTPOHCKY perynaropHy cekBenily Ha |IGFBP-2 reny (Grimberg
et al., 2006). BberoBa mHakTHBaIIM]ja JOBOAM 10 peaykuuje npousBoame |IGFBP-2 (Bugern
KacHHje y Tekcry). @akrop koju je nnaykoBan xunokcujom lo (HIF-1a), Takohe, mogcrude
excripecujy IGFBP-2 (Feldser et al., 1999). Ou ce aktuBupa kaaa ce hemuja Hahe y
CPEJIMHU Ca MaJlOoM KOHIICHTPAIjOM KHCEOHHWKa, IITO CE JeliaBa Ko TyMopcke henmje y
¢dasu Op3e neobe. XWUNMOKCHYHHM YCJIOBHM HEOIUIACTHYHO H3MEHEHHX henmja moBone 0
aKTHBHUpama aJalTHBHUX MEXaHW3aMa, ddja je mocieanua u nmosehana nmpoussoama HIF-

1(1, mTo HaJb€ CTUMYJIMIIC AHT'MOI'CHE3Y U (1)OpMI/IpaH>C HOBC MPCIKE KPBHHUX CYIAOBa
(Harris, 2002; Semenza, 1999).

2.4.3. ®parmentu u komiiekcu IGFBP-2 y nupkyaauuju

2.4.3.1 ®parmentu IGFBP-2

[Ipoteonusa je TJIaBHM TYyT TOCT-TPAHCIAIIMOHE perylalije KOHIEHTpaIluje
IGFBP-2 y nupkynaiuju u merose ¢pynkunonansoctu (Mark et al., 2005). ®parmenTanuja
ce BpIIH y cpenuimeM pernony monekyna (Firth & Baxter, 2002). ®parmentu IGFBP-2
Cy JETEKTOBaHH y pa3HHM TelIECHHM Te4YHOCTHMa Kao mro cy cepym (McCusker et al.,
1991), pomukynapua teunoct (Giudice et al., 1990), nepedpocnuuanua treanoct (Roghani
et al., 1989) u murexo (Ho & Baxter, 1997). IIpoTeonn3om HacTajy GparMeHTH pa3inuuTHX
Maca. Y cepymy JbyIu je NIeTeKToBaHO ocamHaecT ¢parmeHata IGFBP-2 monekynckux
maca y oncery 4-21 kDa (Mark et al., 2005).

[ToBehana koHmeHntpanuja ¢parmenata IGFBP-2 je 3anmaxena y tpymHohu m y
KaTabOJMUYKUM CTamuMa (TJaoBame, 3amabeHcku mpoiec, Tymop) (Pucilowska et al.,

1993; Brandt et al., 2011; de Graff et al., 2007). Heku on ¢parmenara 3aapikaBajy
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ciocobHocT BesmBama IGF menruma, anu ca 3HatHO MamuM aduauretoMm (Russo et al.,

1999; Ho & Baxter, 1997).

2.4.3.2 Komiuiekcu IGFBP-2

Jlo HenaBHO je Omio mo3Haro aa y nupkynanuju |GFBP-2 rpagu koMruiekce camo
ca IGF nmentunuma (Firth & Baxter, 2002). Mehytum, neo pesynrara oBe qucepTaiuje je
otkpuhe na IGFBP-2 moxe rpagutu komruiekce u ca anda-2-Makporio0yTuHOM.

Anda-2-makpornodynus (a2M) je riaBHE MHXUOUTOP MpoTea3a KOju ce Halla3H y
KpBHU CBHX KHMUMemaka. tberosa koHueHTpanyja y nupkynamnuju ce kpehe y pamony 2,7-5,5
uM (Sheikh et al., 2003). O je yHuBep3aIHU HHXUOUTOP MPOTEasa, 6€3 003uUpa Ha HHUXOBY
cnenu(UIHOCT, TMOPEKJI0 MM MexaHuszam jenoBama (Khan & Khan, 2004; Lin et al.,
2012). Tlo cTpyKTypH je TIMKO3WJIOBaHH XOMOTETpamep Mojiekysicke Mace oko 720 kDa
(Sheikh et al., 2003). KopwumihietbeM HHTErpaTHBHOI MpPUCTyNa oOpaae y30pkKa
(xoMOMHAIIMjJOM HEKOJIMKO (PU3NUYKO-XEMHUJCKUX METOJa) M MaceHe CHEKTPOMETpH]e,
aHAIM3UPAHO j€ MIECT OJ] 0caM MOTEHIMjaTHUX MecTa N-TIMKo3uioBama Ha a2M. Behuna
TNIMKaHa je OMaHTeHapHOT, KOMILJIEKCHOT THIMA ca TEPMUHATHOM CHjAIMHCKOM KHCEIHMHOM
(Sia), ramakrozom (Gal) u ymernyrum N-ametwnriaykosamurom (GICNAc) (Lin et al.,
2012).

OBaj TeTpamep ce cmarpa ,,JUMEPOM OUMeEpa’, TMOIITO C€ CacTOju OJ MapoBa
MOJjjeIMHUIA BEe3aHUX AUCYI(PHUIHUM Be3aMa, Koje NMpBO Tpaje IuMepe, a TUMEpHU Jajbe
HEKOBaJIEHTHO acocyjy y terpamep (Wyatt et al., 2012). biusy cpeaune MOIMITENTHIHOT
JIaHIIa CBaKe IOJjeIMHUIIC HaJla3W C€ CEKBEHIAa O JBAJCCET MET aMUHOKHCEIIMHA Koja je
OJUTO’KHA PasTparbi Of cTpaHe OMiIo Koje enponentuaase (peruon “mamma”) (Meyer et
al.,, 2012). PackumameM Be3a y OBOM ,,MaMIly* J0Jia3u 70 KOH(POpPMAIMOHE MPOMEHE Yy
CTpyKTypu 02M, 110 3apoOsbaBama nporease (ciuka 8) u ¢popmuparma CTpyKType ,,kaBe3a“
(Marrero et al., 2012). Crpykrypua tpanchopmaimja o2M mgoBoau 10 moBehane
eNeKTpoopeTcKe MOKPETJFMBOCTH MOJIEKYyla M Tpeiiaza W3 JOoTajallmker ‘‘cropor’ y
“Op3u” obxumk (Shi et al., 2011). Kondopmanmona npoMeHa u3liaxe YHYTPaLIbH THOSCTAP

koju ce ¢Gopmupa wusmehy [ SH rpynme mmcremHa u Y KapOOHWIHE Tpymne
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IIyTaMUHA/TIyTaMaTta y CBakKo] TMOJjeIWHUIIA. Tuoectap MOAJIekKE XUAPOIHM3U aajyhu
pEaKTHBHE TIIyTaMWI W LUCTEHHWI OCTaTKe, KOjU Jajbe Tpajie KOBAJICHTHE Be3e ca
3apo0OseeHoM mpoteazom (Barrera et al., 2007; Lin et al., 2008). CtpykrypHa npomeHa
02M OTKpuBa, 10 Tajia CKPUBEHHU, PETHOH Ha KapOOKCHIIHOM Kpajy CBakKe IOjelInHHUIIE,
MO3HAT U Kao JIOMEH Be3uBama 3a perenrop (Holtet et al., 1994; Craig-Barnes et al., 2010;
Petersen et al., 2010; Qin et al., 2010). Kommiekce a2M/mpoteasa yop3o mnpemnosnajy a2M
peLenTopy, KOjU MpHUMagajy peuenTopuMa CIMYHUM OHMMA 3a JIMIONPOTEHHE HUCKE
rycrune (low-density lipoprotein receptor related protein, LRP/a2M-R). Penenropu ce
Hajlase Ha MOBpIIMHU henuja (HajBUIIE y jeTpH) W MPOIIECOM EHIOLUTO3E YKIIAmbajy
komiuiekce u3 kpsu (Travis & Salvesen,1983; Bond et al., 2007; Armstrong, 2010).
Komruiekcn ce ca BenmukuM aduHUTETOM Be3yjy 3a pementope (Kyg = 10%-10" M)
(Chiabrando et al., 2002; Mann, 2007; Bahhady et al., 2008; Bowers et al., 2009), a speme

HbUXOBOT TOYKUBOTA y IUPKYJIAIUjH j& CBEra HEKOJIMKO MUHYTA.
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Cnuka 8. Mopnen 02M: a) HatuBHU 00K 02M, 0) xkoHdoOpMmanroHa npomeHa a2M mo
BE3MBamYy INpoTease (CTpenuie Mnokasyjy Mecta Ha a2M Koja Mperno3Haje pelenTop) U B)

“3apo0JpaBame” mpoteasze (Feldman et al., 1985)
Nako ce cacToju U3 4eTUpHU MOJIjeIMHUIIE, OJ1 KOJUX CBaKa CaJlp>KU PETHOH ,,MaMIia®,

Molekyn 02M mocenyje Ba Be3MBHA MeCTa 3a MpoTease, Koja Cy UICHTUYHA U Mel)ycoOHO

He3asucHa (Pochon et al., 1981; Gerritsen et al., 2001).
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OcuMm mpoTeasa, 02M Be3yje BelIHKH Opoj APYrHX NPOTEWHA M3 KPBH, Kao IITO CY
daktopu pacra, nutokunu u xopmonm (Peslova et al., 2009; Bowers et al., 2012;
Birkenmeier et al., 1998). Mose unteparoBatu u ca enementuma IGF cuctema, u To ca
IGFBP-1 (Westwood et al., 2001) u IGFBP-2 (pe3ynrat oBe mucepranuje). MexaHuzam
WHTEpaKIje 1 ’beHe (PU3NOIIONIKEe Mocienuie Hucy no3Hatu. [Ipermnocrasiba ce 1a 6u 0BO
Morao outH myT kKojuM ce IGFBP, a mocpenno u IGF nentunu, nonpemajy 1o cBor mecra
nenosama (Westwood et al., 2001). Haume, 3a unTepakuujy 02M ca HEKUM MOJICKYJIHMa
MOTPEOHO je MPUCYCTBO MPOTEa3e, OJHOCHO MPBO ce MOpa KOH(POPMAITMOHO U3MEHHUTH CaM
a2M, mok 3a mHTepakuujy ca mpyrum Huje (Valnickova et al.,1996; Fisker, 2006). V
ciy4ajy KoH(GOpPMAaIMoOHO u3MemeHor o2M, monasu 10 BesuBama 3a LRP/a2M-R wu
VKIIamkama, a y IPYroM CiIy4ajy TO HHje HyKHHU forahaj. Y mpBoM cilydajy MOJEKYJ Be3aH
3a 02M ce ycMmepaBa ka TKuBY u henujama koje umajy LRP/a2M-R (jerpa, pubpobnactu,
MOHOILMTH, cuHItuIroTpodobdmactr) (Bowers et al., 2009; Ho et al., 2009; Ludvigsen et al.,
2009; Craig-Barnes et al., 2010). OBaj cuenapuo 6u morao Baxutd u 3a |IGFBP-2.
EBentyanna engonnuro3a komruiekca 6u onakmana ynas IGFBP-2 y hemmjy, e 6u morao
OCTBApUTH (U3HOJIOMIKO JEjCTBO (HIp. Kao0 TPaHCKpUNIMOHM perynatop). Ca apyre
crpane, ¢popmupame komiuiekca IGFBP-2/02M 6u morno 3amrututu cam IGFBP-2 on
JenoBama nporeasa. /logaTHa HCTpakuBama Cy HEONXOIHa a OM ce pa3jacHHIN HaBeICHH

MEXaHHU3MHU.

2.4.4 Yaora IGFBP-2 y ¢pu3no01IKHM NponecumMa

2.4.4.1 IGFBP-2 u crapeme

IGFBP-2, mopen IGFBP-1, je Haj3acTynspernju Be3yjyhu mpoTrenH TokoM (erarHor
pa3Buha. beroBa koHueHTpalnMja y HeoHaTaaHoM mnepuony omaaa u IGFBP-3 mocraje
nomuHantan (Rajaram et al., 1997). Konuentparnuja IGFBP-2 nacraBiba 1a mama TokoM
myOepTeTa, MPOJIACKOM aJ0JIECIISHIIH]e TIOJIAaK0 IOYHHE /1a PACTE, a TOCIIe MIe3/IECETe pacTe
unrensusHuje (Rajaram et al., 1997; Mattsson et al., 2008).

VY mporiecy crapema, 10 u3paxkaja Iojia3u TKUBHO crienupuyHo nejcto IGFBP-2.

Mana konnenrpauuja IGFBP-2 y crapujum roguHama je nobap mokaszaresb MUIIMhHO-
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CKEJIETHOT 3/IpaBJba, kKoJ oba moja. Ocobe ca Behom kounentparujom IGFBP-2 cy yemnthe
UCIIOJbAaBaIe HEKU CTENeH WHBAJIMIUTETa, Mamy TYyCTHHY KOLITAaHOT TKUBA, CMAambeHy
mumhHy mMacy W cMmameny nokpersbuBoct (van den Beld et al., 2003). Crymuje Ha
KUBOTHIbAMA CY TTOKAa3alie Ja Ce ca CTapelkheM CMamYyje npeHoc curHana npeko IGF-1, mro
uMma mo3utuBaH edekar Ha ayroseunoct (Tatar et al., 2003) u aganranujy Ha orrreheme
JIHK (Niedernhofer et al., 2006). Ha tkuBnom nusoy, IGFBP-2 nomnpema IGF-1 1o IGF-1R,
noBehaBajyhu aktuBHocT penentopa (Russo et al., 2005). Cxomno Tome, moBehana
koHnenrpauuja IGFBP-2 xon crapujux spyam Ou Moria OWTH moOKaszaresb moBehaHor
nejcta IGF-1 .

Vinora IGFBP-2 y npouecy crapewa, mel)yrum, Moxke OUTH U mo3UTHBHA. Maina
koHnenrpanuja IGFBP-2 yruue neratmBHO Ha Merabonm3am. Hamme, mokazaHo je na cy
rojaszHoct (Nam et al., 1997) u nujaderec tun 2 (Frystyk et al., 1999) npahenu cmameHOM
koHueHtpauujom |IGFBP-2, xao u ma wunaykoBana ekcrmpecuja |IGFBP-2  xon
naboparopujckux MulleBa o6e30ehyje 3amTuTy o rojasHOCTH W aujabereca, Yak U ca
xurnepkanopujckum aujerama (Wheatcroft et al., 2007).

OgaxBy npotuBpeyHoct usmehy yrunaja IGFBP-2 Ha MmopramuTer u oceTspuBOCT Ha
MHCYJIMH JIOHEKJEe MOTy 00jaCHUTH MCTpaXXMBamka Ha >KUBOTHECKUM MojennMa. Muliesu
KOjUMa je WHaKTUBHPAH TeH Koju koaupa IRS-1 (mpeko kora ce ucnosbasa aejctso IGF-1),
ca jeJlHe CTpaHe MoKa3yjy CBe MeTabOIM4YKe 0COOCHOCTH HEOCETJHUBOCTH Ha MHCYIIHMH, 0K
ca JIpyre cTpaHe HCIOJbaBajy OIOKEHO cTapeme u jayxke xkwuBe (Selman et al., 2008).
MurmieBu ca cMameHuM jejctBoM IRS-2 y mo3sry, Takohe, mokasyjy 3HaKe HEOCETJHUBOCTU
Ha WHCYJIHMH, ajld U noBehaHy OTIOpPHOCT Ha cTpec u ayxu kuBoT (Taguchi et al., 2007). ¥
OBOM CITy4ajy c€ MOKa3ajo Ja HEOCET/FMBOCT Ha MHCYJIMH U OJJIOKEH MOPTATUTET MOTY
koersuctupatn. Cmameme TmpeHoca curHama mnocpeactBom IGF-1, wmsrmema, na
HCTOBPEMEHO CMambyje M MPEHOC CHUTHAJa MOCPEICTBOM HMHCYJIMHA (OJHOCHO, IOBOJH /0

uHcynuHcke pesucrennumje) (Hu et al., 2009).
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2.4.4.2 IGFBP-2 u meraboin3aM yIJbeHUX XUApATa U JUIIUIA

IGFBP-2 uma 3Hawajuy yiory y Merabonmukoj xomeocTaszu. Mako je HMHCYIMH
MIPUMApHU PETYIIATOP KOHIICHTPAIHje TIIYKO3€ Y IUPKYIAIHju, moctoje qokasu aa u 1GF-I
uMa 3HaudajHy ynory. OH ce Besyje 3a IGF-1R u name Moxke 10BecTH 10 edekaTa CIIHIHUX
OHMM KOj€ Hu3a3uBa WMHCYJAWH, akTuBuUpajyhu  docdonno3uTon-3-kMHaA3HK  MYT
(phosphoinositide-3-kinase, PI3K) u ctumynuinyhn TpaHcaokanujy TpaHCIIOpTEPa IIIYKO3€e
4 (GLUT-4) no henujcke memOpaHe ckeneTHUX muiirha u MmacHor TkuBa (ciauka 9). ITomto
IGFBP-2 wuma Behu adunuter 3a IGF-I mero IGF-1R, o cmamyje KOHICHTpaiujy
cnoboaHor, Ouonomku akTUBHOT IGF-1 m mHXMOMpa HEroBO BE3WBAaWmE 3a PELENTOP
(Frystyk, 2004; Wheatcroft & Kearney, 2009). Kao mTo je panuje pedeHo, oBaj edekar
Moke outn MmoaudukoBaH BesuBameM |IGFBP-2 3a enemenTe Banhenujckor MaTpukca wim
noBpuuHy henuje, unme ce apunuter Mmewa (Wheatcroft & Kearny, 2009).

IGFBP-2 Moxe yTunatu Ha MHCYIMHCKY oceTsbuBOCT henuje HezaBucHo of IGF,
BesuBameM 3a abPl unTerpuHcku perentop (mpeko cBoje RGD cekseniie). OBO Be3uBame
nuaxubupa aktuBHocT PTEN monekyma (Perks et al., 2007), koju je HeraTUBHH perysiaTop
MHCYJIMHCKE CUTHaIHE Tpancaykimje y mumuhaum (Hu et al., 2007) u macuum henujama
(Tang et al., 2005). Uaxubuimjom PTEN nosehasa ce aktuHocT PI3K 1 TpaHciokaiuja
GLUT-4 no henmujcke memOpane (ciuka 9). Ilpema Ttome, IGFBP-2 momudukyje
oceTJpMBOCT henuje Ha HHCYTUH MemameM akTuBHOCTH PI3K, nemyjyhu nezaBucHo on IGF

nentuga (Wheatcroft & Kearny, 2009).

30



IG/F_\BP [[=— momex koju Besyje IGF-I
AN
Arz-Gly-Aszp (RGD)

OOMEH IpeVsHMa:S

GFeP [ HHCYITHH ’;] TIyKOse

a3p! mETErpHE . R ‘ ‘ l
]
Lo~

TPaHCIOKAIH]a 10
EGLUT‘] hen. MemOpane

Crmuka 9. Mexanmzam yrunaja IGFBP-2 Ha MHCYIMHCKY OCETJHMBOCT HE3aBHUCaH O]l

unrepakuyje ca IGF (Wheatcroft & Kearny, 2009)

[Topemehaj merabonm3ma Jmnuaa (IUCIMOHAEMH]a) dYecTo nperxoad (¥ 10
HEKOJIMKO TOJMHA) mojaBu aujabereca Tum 2. M3 Tora ce MoOKe 3aKJbyduTH 1a je
aucyHKIMja y METa0OoNIM3My JIMITUAA jelaH OJl MPBUX ellieMeHaTa KapAHO-BacKyJapHUX
KOMIUTHMKAIMja Ko aujaberndapa. J[aHac je mo3HaTO Ja pa3IMyuTH acleKTH aujabeTuyHe
TUCITUNUACMHUjEe HE TMPeACTaB/bajy H30JI0BaHE aOHOPMAIHOCTH, Beh cy MeTaboIMYKu
NoBe3aHe M JACTMMHMYHO 3aBUCHE OJf IPEKOMEpHE CHHTEe3€ TpHUALWIIIUIEeposia U
nunonpoTenHa Beoma Hucke ryctuHe (VLDL) (Ginsberg et al., 2006). ITpexomepna
MPOU3BO/IFbAa OBUX JIUMHIA JOBOAW IO TPOMEHA y YHYTapBacKyJapHOM METa0oIn3My
JUTIONPOTENHA, IITO Ce MOBe3yje ca moBehaHuM PU3HKOM 01 KapIUO-BaCKyJIapHUX 00JIECTH
(cmamen caapxaj HDL, a mosehan LDL uvectuma) (Adiels et al.,2006).

3a IGFBP-2 je moka3aHo na je y HEraTMBHO)] KOpeNaldju ca KOHIIEHTPALHjoM
TPHALMIITIIMIIEpOIIa U XoecTepona y mupkynamuju (Heald et al., 2006; Narayanan et al.,
2013). UctpaxuBama cy yrBpauia Bedy usmely npousBoame VLDL u IGFBP-2, oqHocHO
noBehana konnenrpamuja VLDL y cepymy je mpaheHa cMameHOM KOHIIEHTPAIM]jOM

IGFBP-2. U3 oBe penanmje Ou ce moryo npernocraButu na 6u IGFBP-2 morao 6utu
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OuMomapkep paHe TOjaBe JuUCIUNUAeMUje, MehyTuM OBy XHIIOTe3y Tpeba Jasbe

excrepumenTanno nposeputu (Carter et al., 2014).

2.4.4.3 IGFBP-2 u dusuuka akTuBHOCT

dusnuka aKTHUBHOCT (BekOame) je, Takohe, y HM3BECHO] MEpH IIOBE3aHa ca
koHneHtpanujoM IGFBP-2 y kpBu. Jlo TakBOT 3aKJbydKa C€ JIOIUIO MTPOYyYaBakbEeM MPOMEHE
y IGF/IGFBP cucremy npu ekcTpeMHMM (HU3UUYKMM aKTHBHOCTMMA KOJ MYIIKapana H
KeHa, Koje cy aoBelne no 3HawajHor noBehama IGFBP-2 y mupkynamuju xox oba mona.
Jenna ctyauja je nmokasana jaa je konueHtpauuja IGFBP-2 camo kox skeHa ocrana nosehana
u 24 h nocne aktuBHocTH. CMaTpa ce Aa je mociuenuna osor nosehama |IGFBP-2 cmamena
KoHIIeHTpanja ectpaanoia (Berg et al., 2008). Pact konuenrpanuje IGFBP-2 je 3amaxen
HE33aBHCHO OJI TOJIMHA W PEKMMa BeKOama - KOJ YMEPEHOT M JYrOTPajHOT, Ka0 M KOJ

KpaTKOTpajHOF HHTCH3HUBHOI', KOO aJ10JICCICHATAa, OApaCiIuXx U CTapI/IjI/IX ocoba.

2.4.4.4 IGFBP-2 u okcunmatuBHHU cTpec

YTunaj okcuaaTuBHOT ctpeca Ha mpousBoamy |IGFBP-2 nmo canm wuje nerasbHuje
ucnutuBaH. IlocTOjU HEKOJNMKO HCTpakMBama Koja Cy IoOKasala Ja ce y ojapeheHum
yCIOBHMMA, KOjU TMO/pa3yMeBajy H3Jlarame henuje OKCHIAaTUBHOM cTpecy, moBehaBa
npomsBonma IGFBP-2. Enutenne henuje anBeona, koje ce W Jajbe MOTY JCIUTH U
nudepeHIrpaTH, U3J105KeHe XUNep(U3HOIONIKUM KOHIIEHTpalijaMa KUCEOHUKa IIPOU3BO/IE
Behe komnumnne IGFBP-2, xoju ce yriaBHoM TpaHcnoptyje y jeapo. Kapakrepuctuuso 3a
oBe henuje je na HAKOH OKCHAATUBHE MOBpEAE yila3e y CTakbe MHUPOBAMKbA, OJHOCHO
MIPUBPEMEHOT OJIIarama NesnjcKoT IMUKITyca, 0K C€ He YTBPH j€ JIU A0NUIO 0 omTehema
HaclleTHOT Martepujaina. Moxe ce npetrrnoctaButu na ce IGFBP-2 y oBom ciryuajy moHama
Ka0 TPaHCKPUIILMOHU PETryJaTop, KOju Mema CTENeH eKCIIpecHje reHa KOju KOHTPOJIUILY
hemujcku mukitye (Cazals et al., 1999). Takohe, kox Tymopckux henuja kope HanOyOpexKHe
JKJIe3/Ie MUIIIEBA, Kao M KOJ TYMOPCKHUX henrja nedernor mpesa Jby/Id, 3a Koje ce 3Ha Ja mpe-
excpumupajy IGFBP-2, noeehana je mpon3Boama aHTHOKCHIATUBHOT €H3MMa KaTajiase.

CnocoOHocT TYMOPCKHX heJII/Ija Aa MMpou3BoaC HOBehaHy KOJIMYNHY aHTHOKCHUIAATHUBHOT
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CH3HUMa OMoryhaBa UM IIpCiia3 Y BUCOKO MAJIMT'HHU (beHOTI/IH, IMPEKO A0 Caga HEIIO3HATOoTI

mexanusma (Hoeflich et al., 2003).

2.4.4.5 IGFBP-2 u karabonuuka crama

VY kaTaboJMYKUM CTamkMMa MPEOBIIaaBajy MpoIecu pasrpaame (karadoimm3aM) Hal
mpoIecuMa CHHTE3¢ HOBUX MoJIeKyda (aHaOosiM3Ma), a caMUM TUM M H3TPahe HOBHX
henuja wnm TkuBa. , IIponaname’ TkMBa y katabonmdkuMm nopemehajuma (HEYyXpameHOCT,
uH(pnamanuja, nHOEKIKja, cernca, CTpec, TpayMa) je MOBE3aHO Ca CMAmbCHOM HMYHCKOM
(GYHKIIHjOM, 3aMaJbeHCKUM IPOIIECOM, OJITIOKEHOM TOIPABKOM TKHUBA, CMAEHOM OP3HHOM
3alle/bUBarba paHa U CMambeHOM (yHKiujoM ckenetnux muimha (Botfield et al., 1997).
Karabonuzam moBoau 10 MOOWIH3AIlM]je MACTH M IPOTEHHA, 4 CMamby]y Ce KOHIICHTPAIH]e
aHabonnukux xopmona, kao mro ¢y GH u IGF-1 (Van de Berghe, 2000). Konrienrpamuja
IGFBP-2 y nupkynauuju ce nosehaBa y ciydajeBuma Kajga ykynHa koHueHtpanuja IGF
nentuaa npeeasuiasu cnocobHoct IGFBP-3 na ux Bexe 3a cebe, ITO U jecTe Cilydaj y
KPUTHYHUM CTamkUMa, Kaja ce cMamwyjy koHueHntpauuje IGFBP-3 u ALS. Ilomto Ounapau
komiuiekcu (IGF/IGFBP-2), 3a paznuky on tepumjapuux (IGF/IGFBP-3/ALS), mory uzahu
U3 KPBHUX CyJ0Ba, nopact KoHueHTpauuje IGFBP-2 je nornuna nocneauna crama y kome
je notpeOHa Beha konmunHa IGF y TkuBuMa, a y nMiby ofpKama OCHOBHUX METa0OIMUKHUX
mpoIieca U MCIoJbaBama aHTH-amonToTckor aejcrea (Baxter, 2001). U nabe je Hemo3HATO
na mu je konuneHntpanuja IGFBP-2 mosehana 30or Heoaroapajyhe ncxpaHe, MpBEeHCTBEHO
HE/I0BOJHHOT YHOCA MPOTEHHA, WIN j€ Yy MUTalky JIeN0Bambe UTOKHMHA. EKCiepuMeHTanHo
yOpu3raBame €HIOTOKcHHA Oaktepuje E. coli moOpoBosbliiMa AOBeNO je 10 moBehama

kourenrpanuje IGFBP-2 y nupkynanuju y nepuoay ox Hekosuko catu (Lang et al., 1997).

2.4.4.6 IGFBP-2 u tymop

TymopoMm ce cmatpa abHOpManHu cKym henuja, koju Moxe outu 6enurau (henuje
ocTajy yHyTap TKuBa) wim Manurau (henmje ce o/Bajajy o MpUMapHOT MECTa HaCTaHKa U
IUpe J1ajbe M0 OpraHu3My). MallurHu TyMOp Ce joIll Ha3wWBa M pak (kaHiep). Pak HacTaje
Kao mocjenuia nu3MemeHor ¢peHoruna henuja, koju UM omoryhasa J1a ce HEKOHTPOJIMCAHO

nene, pacejaBajy (IUceMUHAIMja) U HacesbaBajy Jpyra TKHBa IO OpraHu3My (MeTacrasa)
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(http://www.cancer.gov/about-cancer/what-is-cancer). Cama cHnocoOHOCT JUCEMUHAIIH]E
JOBOJIM /IO pasrpajiibe MPHjeMHUX TKUBA, KOja je He3aycTaBJbUBa M Iocie oxapeheHor
BpeMeHa JoBOAM 10 cMpTu obonenor. dDeHortuncka TpaHchopmanuja henuje je
BunIecTeneHu nporec. CBaky CTENEH KapaKTEepUIly M3MEHEe Ha TeéHHUMa Koje J0BOJE IO
npena3a HopManHe henuje y manurny. [1o3Harto je ga ce y Toky TpaHchopmaruje y henuju
ry0e MHOTH KOHTPOJHHM MEXaHW3MH, IITO yBehaBa moreHImjan pacra, TOBOAM 10 M3MEHA
Ha henwjckuMm MeMOpaHama, KapUOTUIICKMX aOHOPMAlHOCTH, MOP(OJIOMKUX U
ounoxemujckux u3mena (Harley et al., 1994).

JlebuHucane cy ommre KapakTepUCTHKE TYMOPCKHX henuja M oHe OM ce Morie

MPEICTAaBUTH Y HEKOJHMKO TJ1aBHUX ojyuka (Hanahan & Weinberg, 2011):

1. Camon0BOJbHOCT mposivpepaTUBHUX curHasia (mMoryhHoct neobe y OJCYCTBY
CIOJPHUX CUTHAJIA);

2. HeocersbuBOCT Ha aHTU-Tposu(epaTUBHE CUTHaie (TyOWTaK KOHTaKTHE
WHXUOUIM]e, TYMOpCKe henwje ce ene ynpkoc orpaHudeHoOM IPOCTOpY);

3. MuBa3uja u Meractaza (pacejaBalbe TyMOpPCKMX henmja y napyra TKUBa Yy
OpraHusMmy);

4. HeorpanuueHa jieo0a (HemaMemeHe hemnuje nMajy MoryhHocT orpaHudeHor 6poja
neoba, Hajuemhe He Bumie of 70 HUKIyca; 3a Pa3iMKy O]l HBUX TyMOpcke hemuje cy
OecMpTHE);

5. KoHTuHyupaHna aHrmorenesa (ycies XpOHMYHE aKTHBallMje IMPO-aHTMOTE€HUX
CUTHAJIA),

6. N3beraBame amonrtose (Tymopcke hemmje 3a00una3ze MexaHu3Me MpOrpaMHUpaHe
henmjcke cMpPTH ¥ IPEKUBIHABA]Y JCIOBaKE CUTHANA ,,CMPTH );

7. llpomena y metabonusMy (penporpaMupame MeTabosn3Ma y IUJbY MOCTU3amka
MaJHUTHOT (DeHOTHIIA);

8. N306eraBame 1ejcTBa UMYHOT cHUcTeMa (TyMOpcke henwje CTHYy COoCOOHOCT aa
n30eTHy MPUPOJIHY UMYHY peakiujy o crpane T u B henmmja, makpodara u henmja youra);

9. HecrabunHocT reHoma u mMyTauuje (yoOp3aHa myrtaiuja u nosehana oceT/bHBOCT

Ha MyTareHe areHce);
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10. Ctumynanmja 3anasbeHCKHX mporieca (henuje ypoheHor UMYHOT OJIr0BOpa, KOje
Ce Yy HOPMAaJHHM YCIOBHMa OOpe MPOTUB MHQEKIMja U JOBOJE JO 3apacTarma TKHUBHUX

MOBpeE/Ia, Ha Hea/leKBaTaH HaYMH y4eCTBY]y y CTUMYJIALUjU IIUpEHa TYMOPCKHX henuja).

Behu ©Opoj cryamja je mokazao ma 6um IGFBP-2 morao ¢ynkmumonucatu kao
CTHMYyJIATOp Mpojudepalyje 1 MOKpeTad MUTpalMje W HHBasuje Tymopckux hemuja (de
Kort, 2010). [To3utuBHa kopenauuja usmelhy nosehane konuenrpauuje IGFBP-2 y kpBu u
WHBa3WMBHE CKJIOHOCTH henuja HaljeHa je koa Tymopa aebenor mpesa (El Atiq et al., 1994),
jajuuka (Karasik et al.,1994), nmpocrate (Cohen et al., 1993), kope HagOyOpexHe Kie3ne
(Boulle et al., 1998), nojke (Busund et al.,2005; So et al., 2008), rimmoma (Fuller et al.,
1999; Song et al., 2003; Wang et al., 2003) u pa3uux Bpcra neykemuja (Mohnike et al.,
1996). OBu in Vivo mobOujeHn pe3yiratd cy motBphenu y in Vitro cryaujama, Koje cy
nokasajie na npekomepHa excrnpecuja IGFBP-2 wucnosbaBa Tymoporenu moreHnujan (de
Kort, 2010).

Yrtunaj IGFBP-2 ma HampemoBame Tymopa ce MOXKe 00jaCHHUTH KpPO3 HEKOJHMKO
Mexanuszama. Beh je peueno nma ce IGFBP-2 Besyje 3a mporeorimkane Banhemujckor
MaTpukca W 3a uHTerpuHCKe perentope (Arai et al., 1996; Schitt et al., 2004).
Banhenujcku marpukc Moxe OUTH pa3HONMKE CTPYKType M cactaBa. OH 00aBJba BEIHKH
0poj dbyHKM]ja, Kao mTO je obe3behuBame nmoapiike henuju, pa3naBajame TKUBA jJEAHOT O
apyror u perynucame Mehyhenujcke komynukaruje (Kumar et al., 2005). Usrpalen je on
Mpexe GUOpHIapHHUX MPOTEHHA, Kao IITO CY KOJareH W ITMKO3aMUHOTIMKAHH, O/1 KOjHX je
Hajuetthu xemapun (Plopper, 2007). Banhenujcku MaTpukc Be3yje BEIHKH Opoj
pazmmunTuX (axkTopa pacra, cayxehun kao muxoB gerno. dusHoNOMIKE MPOMEHE MOTY
aKTUBUpATH TNpOTea3e Koje pa3iaxky M pPeMOoJAeNyjy MaTpHKC, JIOKaJTHO oTmymTajyhu
daxTope pacta, 0e3 motpebe 3a muxoBoM cuHTe3oM (Kumar et al., 2005). Bpmo je
BEpOBATHO Ja Kpo3 oBaj MexaHuszam aenyje IGFBP-2, koju mo Be3uBamwy 3a Banhenujcku

MaTPHUKC TOJIEeKE TPOTEeoNn3n U oTymramy IGF.
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Banhesujckor matpukca (Miyamoto et al., 2007)

3a pasnuky oa HopMmanHuX henuja, Tymopcke henuje enurtena aedenor IpeBa
npou3Bojie crnenupuyHy nporeasy MMP-7, koja AUPEKTHO ydecTByje y IMpoiecuma
MHBa3Mje M MeTacTa3e, MCIoJbaBajyhu MpoTea3Hy aKTHBHOCT IIpeMa MHOroOpOjJHHUM
elleMeHTHMa BaHhenujckor marpukca. MMP-7 nenyje kao akTUBaTop LUTOKMHA U (haKTopa
pacta, paznaxyhu muxoBe mpekypcope wiu uHxuOutope. Enementn Banhenujckor
MaTpHKca MpBO Be3yjy Ipo-eH3uMcku obauk MMP-7, a 3aTum HacTtaje akTUBHaA (opma.
Hpyrum peunma, IGF/IGFBP-2 u npo-MMP-7 61 mMorin KoersucTupaTy y BaHhennjckoM
MaTpUKCy, OJU3y jeflaH Ipyrom, U camo y ojpeheHUM OKOJIHOCTHMa OM MOIJIH e€(pUKACHO
unTeparoBaru (ciauka 10) (Miyamoto et al., 2007) .

Hpyru mexanuzam nejctBa IGFBP-2 xox Tymopa ce mcrmosbaBa Kpo3 WHTEPAKIIH]Y
ca uaterpuauma (Schutt et al., 2004). MuTerpunu cy TpaHCMEMOPAHCKH PELENITOPH KOjH
nmocpenyjy y peakinujama BesuBama usmely henuja u okonune (Burke, 1999). YVuectByjy y
IIPEHOCY CHTHaJIa KOjUMa ce JI0CcTaB/ba HHPOPMalKja O XEMH]jCKOM U MEXaHUYKOM CacTaBy
Banhenujckor matpukca. [1o cactaBy cy xeTepoauMepu KOju caJipiKe JBE TO0/jeIUHHUIIE, O U

B. Tloctoju ocamHaecT THWMOBa O W ocaMm TuNoBa [ momjeauHuIia. Kpo3 pazmuuute
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KOMOMHaIMje o U  MmoJjenHuIa 0 caia Cy OTKPHUBEHA J(BAJIECET M YSTHPH pa3IudnTa
unterpuna (Hynes, 2002). Hajuerrhe ce Be3yjy 3a IIIMKONPOTEHHE BaHNEIM]CKOT MaTPHKCA,
ykibydyjyhu komareH, (puOpOHEKTHH, JaMMHUH H 3a henujcke penentope (Hynes, 2002;
Plow et al., 2000). UuTerpuan y4ecTByjy y OpraHH3al{jud aKTUHCKOT IIMTOCKEIETa U Y
KOODJAMHAIM]H CUTHAIHUX IIyTaka KOjUMa C€ KOHTPOJMIIE aJxe3uja, MHIpalHja,
nponudepanrja u amonro3a hemuja (Schwartz et al. 1995). Cneunduunoct Be3uBama
MHTETPUHA 32 JIMTaHJE je YCIOBJbEHA THIIOM Banhenujckux n1oMmeHa o v f nogjenununa. [1o
BE3MBaly JIMTAHJA 3a HWHTETPUH, NPEHOCE C€ CHUTHalM W3 BaHhemmjcke cpeawHe y
yHyTpammHocT henuje. YHyraphenujcku curHamu mojacTHdy CKIIAName T3B. KOMIUIEKCA
doxanne aaxesuje (focal adhesion complex, FA), koju je AMHAMHYHA MYJITUIIPOTEUHCKA
CTPYKTypa O]l IPEKO CTO TeNeceT MPOTeHHA M CIy)KH Kao MOCPEIHUK 33 JalbH MPEHOC
CHTHaJIa KPO3 HEKOJIMKO KOMIUIEKCHUX Kackaja ( Zaidel-Bar et al. 2007). Uurerpun a5p31
moxe na Bexxe IGFBP-2, uume ce akTiBHpa rope HaBeJeHa CUTHaANIHA mmyTama (Schutt et al.,
2000).

Jenna on mpBux ¢ocdarasza koja je noe3ana ca nojaBoMm Tymopa je PTEN. I'en 3a
PTEN naxo mojiexe MyTaiyjama, IITO MOKEe JJOBECTH 10 MHHUIHjaluje Tymopa (Stambolic
et al,, 1998). Mma aHTaroHHCTHYKO JEJCTBO HAa MPOJU(PEPATUBHO JEIIOBAKHE MHOTHX
daktopa pacra (Mehrian-Shai et al., 2007). Ona Bpum aedochopunoBame PISK u
cynpumupa curnanusanujy npeko MAPK (mitogen activated protein kinase) myrame
(Weng et al., 2002; Mehrian-Shai et al., 2007). Ykonuko ce, U3 HEKOT pasora, HHXUOUpa
eKCIIpecHja TeHa 3a OBaj IPOTEWH, henuja TyOM KJbYYHM NpEKHUJad KOjUM Ce CIpedaBa
HacTaBak neoOe. McnuruBamem henmja paka gojke, mommio ce g0 casHama na IGF-11 y
MamkbUM KOHIEHTpallfjaMa HHXHOHMpa HEroBy eKCIpecHjy, JOK y BehHM aKTHBHpA.
ITokazano je na IGFBP-2 y Behoj xonuentpamuju muxubupa excrnpecujy PTEN. Oso
nejcteo He 3aBucu on IGF mentuma, Beh ce wmcmossaBa mo BesuwBamy IGFBP-2 3a
unterpuncku perentop (Perks et al., 2007).

Panuje je Beh peueHo na je excnpecuja |IGFBP-2, Takobe, perynmucana u
tpanckpunuuonum pakropom HIF-1a (Feldser et al., 1999). OBaj dakrop ce akTuBHpa npu
u3naramy henuje Majio] KOHLEHTpAIMju KHCEOHMKa, Kao Je0 IMpoleca ajarnTaiyje

(Semenza, 1999). V jeaHom TpeHyTKy, ycien 6p3e aeode, TyMopckuM henrjama moHecTaje
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KHCCOHHMKA M YCJIOBH TI0CTa]y XMIIOKCUYHH, jep je Maca HoBoGopMupaHux henuja cyBurie
ynajbeHa oJ] Hajommker kammiapa (Semenza, 2003). Xumokcuja je TOKCHYHA | 3a 3[paBe U
3a Tymopcke henuje, mehyrum henmje Tymopa cy crocoOHe 1a ce mpuiaroje HelIoCTaTKy
KHCEOHMKA M YakK 1a HactaBe ma ce gene (Harris, 2002). One eHeprercku mMeradosin3am
3acHUBAjy Ha aHacpoOHuUM mporecuma (pepmentanuje (BapOyproB edekar), a He Ha
OKCHJIATHBHOM (oc(hOpUIIOBamY, INTO WM Jaje CEeJCKTUBHY MPEIHOCT NpH Je00H H
mmpewy no opranusmy (Warburg, 1923). Xunokcuja unnykyje cuntesy HIF-lo, a on

IGFBP-2 xoju, mpeko nmpeTxoHO ONMMCaHUX MEXaHW3aMa, MoTIoMaxe neoly henuja.

2.4.4.6.1 IGFBP-2 u repamnuja Tymopa

Vnora IGF cucrema y eTnosioruju TymMopa je BHIIE ITyTa JI0Ka3aHa, Te Cy eJIEMEHTH
OBOT' CHCTEMa IMOCTAlM TJIaBHU KaHmuaaT 3a Tepanujy tymopa (Mohanraj & Oh, 2011).
Beh je ob6jammeno na IGF nentuan ctumynuury pact tymopckux henuja npexo IGF-1R.
buonocrynnoct IGF xoutponumy IGFBP, on kojux je 3a KOHTposly pacrta Tymopa
Hajpaxauju IGFBP-2. [lomatHo, IGFBP-2 wma u camoctayiHy yiory y Tporecy
tymoporenese (Russo et al., 2014). Jenan ox nyreBa nubane uHaktubanuje |IGFBP-2 jecte
kopumthemwe crniennpuunnx antutena (Li et al., 2012). Haume, IGFBP-2 kora ny4un tymop,
n3a3uBa MMYHU OJrOBOp OpraHuM3Ma, INTO je 3a0esekeHO KO MalyjeHara ca TyMOpPOM
nebenor npera, jajuuka win gojke (Piura & Piura, 2010). Ha ocHOBY OBHX ca3Hamba,
nporemeno je na 6u IGFBP-2 nnm meros geo Morim ia ce KOpHCTE Kao MOTEHIIMjaTHEe
MeTe uMyHoTepamuje. To je HelaBHO U IEMOHCTPHPAHO iN VIVO, Ha )KUBOTHESCKOM MOJICTY
paka nojke. /lu3zajHupana je BaKIMHA YMjU Cy CACTOJIH (aHTHUTENA) HUJbAHO JIEJIOBAIM Ha
npe-excnpumupan IGFBP-2, mto je cnpeunio masbe HampemoBame Tymopa (Disis et al.,
2013). O HegaBHO ce WCTpaXkKyje MOTCHIIMjAIHA TEpareyTcKa yjaora MyTaHTHHX OOJHKa
IGFBP-2, xoju cy pe3sucTeHTHH Ha JENOBame MpOoTea3a U KOjU Ce HEe Be3yjy 3a MaTPHKC
(Soh et al., 2014). Takohe ce paau ¥ Ha UHXUOUTOPUMA PacTa TyMOpa, KOju OU TUPEKTHO
nenmoBam  Ha mpoumsBonmy |IGFBP-2 (PHK wHTepdepenmmja), onemoryhasajyhu

uHTepakimje koje e 3aBuce oa IGF mentuma (Fukushima et al., 2007).

38



2.4.4.6.2 IGFBP-2 u tymop neberor 1ipesa

Tymop (pak) aebernor mpeBa (KOJOPEKTaIHU KaHICp WM KapIMHOM) HacTaje Ha
ciny3okoku 1peBa. [lojaBu paka Hajuemrhe mNpeTxoje HEOIUIACTUYHE, Ipe-KaHIEPO3HE
u3paciuHe y Buay nosnwuna w/uiau aaenoma (Moser et al., 1992). Benuku Opoj henuja oBor
Tymopa (npexo 80 %) mma MyTalMjy Ha KapaKTEpUCTUYHOM TYMODP CYNPECOPHOM T'eHY
APC (adenomatous polyposis coli), mTo nzaszuBa nmopemehaj perymnamnuje pacra henuja u
onkorene tpanchopmarmje (Burgess, 1998; Rowan et al., 2000). Myramuje Ha APC reny
yIU4Yy Ha peryjanmjy W JAerpajandjy [ KaTeHWHa, NPOTEHMHAa KOjU KOHTPOJIMINE
mehyhenujcky anxesujy (Valenta, 2012). B karenun moxxe yhu u y jenpo, riae MoaTudukKyje
eKCIIPECH]jy BeIHUKOT Opoja rena ykiby4uyjyhu u onor 3a IGFBP-2 (Naishiro et al., 2005). B
kareHnH moBehaBa ekcrpecujy |IGFBP-2 w mnonctuye wunBasuBHOCT henwmja, Kako
CHCTEMCKH, Y IUPKYJIalHj1, TAKO U JOKAIHO, Y epHU(PEPHOM TKUBY.

Nako cy xonueHrpauuje nojeannux enemenara IGF cuctema 3nawajno mosehane
KOJ Tymopa ae0enor IpeBa, mocroje Hecinarama oko yiore IGFBP-2. Ilpema nexkum
uctpaxusaunma, IGFBP-2 ocTBapyje akTuBaTopHy, a mpemMa IpyruM HHXHOUTOPHY YJIOTY.
Onpehenn in Vvitro excnepumentu cy mnokasanmu ga IGFBP-2 wmoxke wuHXHOUpartu
nponudepannjy henujckux numHMja paka jaebenor npeBa koje cy ocersbuBe Ha IGF
(Hoeflich et al., 1998; Corkins et al., 1995). MuxuburopHa yiora IGFBP-2 je moka3sana u
Ha TpaHCTeHUM MHuIeBuMa koju pousBojae IGFBP-2 y Bennkoj KoHIIEHTpaluju, a KOju Cy
OWJIM M3JI0KEHU KaHIIEPOTEHHUM yCIIOBMMA 3aj€/IHO ca JUBJHHM cojeM. Mako je ydectanoct
1ojaBe TyMopa Ouia yrnopeauBa KoJ o0a coja, 3ampeMuHa GopMHpaHUX aJeHoMa je Ouiia
3Ha4ajHO Mama KOJ MHIlIeBa MyTaHaTa, a KoHueHTpauuja IGFBP-2 y kpBu je Ouna y
HEraTUBHO] Kopenaiuju ca 3anpemuaom tymopa (Diehl et al., 2009). JIpyra cryauja je,
MelyTuMm, Imokas3alia ja ¥ HopMaliHe ¥ u3MemeHe henuje pedenor npesa nmpoussoje IGFBP-
2, aJM je OH MpOoTeoH30BaH camo y m3MmeweHoMm TkuBy (Michell et al., 1997). V oBom
ciyuajy nporteonusza IGFBP-2 nosoau no ornymrama IGF, npsencteno IGF-II, koju ce

Besyje 3a IGF-1R, crumynumyhu neo6y hemuja (Miyamoto et al., 2007).
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24.4.6.3 TIlpomeHa oOpa3lia IJMKO3WIOBaEKma  KOJ  HEOIUIACTUYHO

Tpa"nchopmucanux hemnuja

[TomTo cy y okBUpY OBe aucepTanyje npoydaBanu komruiekcu IGFBP-2/a2M, xao
1 (pakTopM KOju yTHUYy Ha HUXOBO (OpMHUpame, TIHKO3WIOBamke 02M Ou MOrio OuTH
jeman ox Tux ¢akropa. [I[pomeHna oOpasla TMIMKO3WJIOBaKka CE CMAaTpa YHHBEP3aJTHOM
(EeHOTUIICKOM MTPOMEHOM Koja 3axBara hemuje Tymopa (Kim & Varki, 1997). Manurna
TpaHcdopMalirja je 4ecTo MmoBe3aHa ca pacToM Mace MeMOpaHCKUX rimKkomnporenHa (Buck
et al., 1971), kao u ca 110jaBOM OJIMTOCAXapUIHUX CTPYKTypa KOje JI0 Tajla HUCY MOCTOjaje
Ha MOBpIIMHK hesiMja Wik cy mocTtojasie camo y (deramHoMm pas3Bojy (Dennis & Laferte,
1987). YV tymopckum henujama ce mosehasa excrpecuja oapeleHux riuMKo3miTpancdepasa,
KOje Memajy TJINKaHe Y [UJbY MOJCTHIIAkha METacTa3e U MHBA3UBHOCTH Tymopa (HOp. N-
areTmwiriiyko3amMmuHmiITpaacdepaza  V, GnT-V), a wucroBpeMeHo ce HWHXHOHPAjy
TIIMKO3WITpaHc(epa3e OJIrOBOPHE 3a CHUHTE3y caxapuja KOjU BpIIE CYIPECH]y pacta
tymopa (amp. N-anermirnykozamunamirpancdepasa 111, GnT-111) (Gu et al., 2009).

[TokazaHo je na onpehene Tymope KapakTepuily crielu(pUUHO U3MEHEHU 00paciu
mmMKo3uioBama. Koa Tymopa maHkpeaca je moBehanHo ¢yko3mioBame N-riimkana
xantornoouna y kpsu (Okuyama et al., 2006; Miyoshi & Nakano, 2008), koa Tymopa
npocTare je moBehaHo nprcycTBo ocrataka Sia Ha PSA (Sarrats et al., 2010) a kox Tymopa
jajuuka u gojke je Beha excrpecuja Jlyncosux crpykrypa (Saldova et al., 2007; Saldova et
al., 2011). OBu wu3MeweHH O0OpacM TJIUKO3WIOBaka OW MOIJHM MOCIYKUTH Kao
OnoMapKepH, YKOJIUKO Ce AaJbUM KIMHHYKHM UCTIMTHBAKHEM UCIIOCTABH JIa Cy CIIeUUPHIHH
3a onpeheny BpCTy TymMopa.

GnT-1II Bpum Tpancdep GlcNAc Ha mano3zy (Man) N-rimkana y3 dopmupame
,YMETHyTe" Be3e, Kao ITO je mpukazaHo Ha ciui 11. YBohewe ymernyrux GICNAC
onemoryhasa B1,6GIcNAc rpaname (koje karamusyje GnT-V), a koje je moBe3aHo ca
unBazuBHomhy Tymopa (Gu et al., 2009). Kon nsmemenux henmja enurena aedenor mpesa

HaleH je cmameH canpkaj N-riukana ca ymetnytum GICNAC (Balog et al., 2012).
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Cnuka 11. Peakuuje rimko3uioBama KaTalu3oBaHe rirykosmwirpancgepasama GnT-III u

$1,6GIcNAC

GnT-V. IlpexomepHa ekcrpecuja GNnT-V kox enutenHux henuja g0BoaAM 10 NpOMEHE
CTpYKType TiHKaHa Koja oHemoryhaBa wmeljyhemmjcke Bese u moBehaBa MuTrpanujy.

[Ipekomepna excnpecuja GnT-11l ojauaBa melyhenujcke KoHTakTe U UHXHOMpPA MUTPAIIH]Y
(Gu et al., 2009).
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3. Marepujau u meroje

3.1 OcHOBHE XeMHUKAaJIHje

VY pany cy kopuntheHe xeMukanuje HabaBJbeHe 01 cienehux mpousBohaya:

Abcam, Kem6puu, Benuka bputanuja

ELISA kommier 3a ogpehuBame konmenTpanuje |GFBP-2
PexomOunantan xymanu |GFBP-2

BCA Protein Quantification Kit

Bio-Rad laboratories, Xeprdhopmuup, Benuka Bputanuja

Morekyicku MapKepH 3a eJIeKTpodopesy

Biotium, Xejgapna, Kanmmdbopuuja, CAJl

CF-155 ¢nyopecuienTHa 60ja KOHjyroBaHa 3a CTpENTaBUINH

ICN Biomedicals, Kocta Meca, CAII

Axpunamua
Hatpujym-a3un

Tpuc(xuapoxkcumerwin)-amuaomeras (Tris)

KODAK, ITapu3s, ®paHirycka

XeMmuKanuje 3a pa3Bujame 1 (PUKcUpame peHAreH GuimMoBa

Pennren ¢puam MXB (100 NIF — 13 x 18)

Merck, Japmmtag, Hemauka

Caxapo3a

Tween-20

42



Merck-Alkaloid, Ckombe, Makenonuja

Manran-xsopujg
Hatpujym-nuxunporendocdar

Hatpujym-xunporendocdar

PerkinElmer Life and Analytical Sciences, bocron, CAJ]

Hutpouenynoszna mem6Opana (0,45 um), Whatman protran

Pierce, Muneanomnuc, CAJ]

ECL pearenc

Pierce Biotechnoloqy, Pokdopa, CAJIL

Kowmruter 3a umyHonperunutanyjy — Pierce Coimmunopreipitation Kit

Sigma-Aldrich, Cent JIyuc, CAII

AMonujyM-niepcyngdar

Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) nentus
Arg-Gly-Glu-Ser (RGES) nentun
Junutpodenunxunpasud (DNP)

Eranonamun

JIRS0%000%051
4-(2-xunpokcuerii)-1-nunepasun-erancyindoncka kuceianHa (HEPES)
Kokren naxuburtopa mporeasa

MoJeKysICKi MapKepH 3a eNeKTpoopesy
N,N' — MeTHJIeH OUCaKpUITaMu/I

N,N,N',N' — rerpamerunen-nuamun (TEMED)
Hatpujym-nonenun-cynadar (SDS)

Ponceau S
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Tabena 1. Crnucak nektuHa HabaBsbeHUX o Vector Laboratories, Bypiuarem, CAJL

JlekTun

AAL*
ConA™
GNL*
GSL-11"
HHL"
LCA™
MAL-11*
PNA*

PHA-E™

PHA-L"
RCA-I"

WGA'
SNA™

AAL"

IlopekJio

Aleuria aurantia

Concanavalin A

Galanthus nivalis

Griffonia simplicifolia
Hippeastrum hybrid
Lens culinaris
Maackia amurensis
Kukupuku (peanut)
Phaseolus vulgaris eputnoarnyTuHiH

Phaseolus vulgaris neyxoarnyruaux

Ricinus communis

[Muennyne kiuie (Wheat-germ)
Sambucus nigra (30Ba) ariayTHHUH

Aleuria aurantia

CnenuguyHoCT
Fuca(1,6)GlcNAc
Fucal,3(Gal B1,4)GlcNAc
Bucoko-mMano3uu tunoBu N-rivkaHa
Manal,6(Man al,3)Man
Burcoko-Mano3HH TUIOBH N-TlIMKaHa
Manoy(1,6)(Manal,3)Man
ArallakTH30BaHH TPH/TETpa-aHTCHAPHH
N-rinukanu koju ce 3aBpiaBajy ca GIcNAc
Bucoko-mano3am  ThmoBH — N-TIHMKaHA,
Mana(1,3)Man, Mano,(1,6)Man
o-D-rnyko3a, a-D-mano3za kox N-rimkaHa
ca Fuca(1,6) GIcNACc

3aBpiuHa 02,3Sia Be3aHa 3a rajjakTo3y

Galp(1,3)GalNAc

bu/Tpu-anTenapan N-rnukanu
KOMIUICKCHOT Tumna ca 3aBpmHoM Gal u
ymetrnytuM GIcNAc

Tpu/Terpa-anTeHapHH N-rnukanu
KOMILUIEKCHOT THTIA
Tpu/Terpa- aHTEHapHU N-rnukanu

komrutekcHor tuma, Galp(1,4)GIcNAc
GlcNACcB(1,4) GIcNAc, onuromepu XuTHHA
CHjaJIMHCKA KUCEITNHA

3appmHa 02,6 Sia Bezana 3a Gal wm
GalNAc

Fuca(1,6)GIcNAc,Fuc al,3(Gal 1,4)GIcNAc

Tabena 2. Jlextun vadassen ox 1CIl Europe, I{sujuapext, benrnja

AOL"

Aspergilus oryzae

Fuca(1,6)GIcNAc (jesrapHa
(yxosa)

*- JICKTUHM UMOOMIM30BaHHU Ha araposu

+
- OMOTHMHUJIOBAHH JICKTUHU
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Zorka Pharma, ITa6aw, Cpouja

JluHaTpHjyM-eTHICHAnaMHH-TeTpacuphetHa kucenuna (EDTA)
['muuepon

XJIOpOBOJOHUYHA KUCEIUHA

Kanujym-xsopua

Meranon

Hatpujym-xuapoxcun

Hatpujym-xnopun

[uuk-xn0pug

3.2 lly¢epu u pactBopu

NmynoadunuterHa xpomarorpaduja (I1AC)

TBS nydep (ocroBau) — 10 mM Tris-HCI / 1,5 M NaCl, pH 7,4
Enytmonu nydep (EIT) — 0,1 M rimuun-HCI, pH 2,5
Heyrpanuzaumonu mydep (HIT) — 1M Tris-HCI, pH 8,0

HmyHonpenunuranmja
TBS nydep — 2,5 mM Tris/ 0,15 M NaCl / ImM EDTA / 1 % NP-40 / 5 % rnunepon, pH
7,4

Enyunonu nydep (EIT) — 0,1 M rinunus, pH 2,8
Heyrpanuzauunonu nydep (HIT) — 2M Tris-HCI, pH 8,9

JlextnHCKa adbmHuTeTHA XpoMaTtorpaduja (LAC)

HBS nydepu (ocHOBHN):

ConA (mydep A) — 20 mM HEPES / 0,5 M NaCl / 0,08 % NaN3 / ImM CaCl,/ 1mM
MgCl,/ 1mM MnCl,, pH 7,5

LCA (nydep B) — 10 mM HEPES / 0,08 % NaN3/ 0,1 mM CaCl,/ 0,01 mM MnCl;,, pH
7,5

RCA-I (mydep C) — 10 mM HEPES / 0,15 M NaCl / 0,08 % NaNs;, pH 7,5
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SNA (nydep D) — mydep C + 0,1 mM CaCl,, pH 7,5
PHA-E (ydep E) — mydep C + 0,1 mM CaCl, + 0,01 mM MnCl,, pH 8,0
Heyrpamuzaumonu nmydep (HIT) — 2 M Tris-HCI, pH 8,9

Enexrpodopesa 1 uMyHOOI0T

30 % akpritaMu1 — akpuiamMu / OucakprIaMuI

[Tydep 3a npaBibeme resa 3a KoHeHTpoBame (Stacking buffer) — 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
ITydep 3a mpaBibeme refa 3a pasasajame (running buffer) — 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

PBS — 50 mM Na,HPO, / NaH,PO, / 0,15 M NaCl, pH 7,5

ITydep 3a y3opke (I13Y) — 0,125 M Tris-HCI / 4 % (m/V) SDS / 20 % rauueposn / 0,01 %
opom-denon mnaso / 10 % B mepkanroerano, pH 6,8

[Tydep 3a exexrpodopesy — 25 mM Tris-HCI / 0,19 M raunumn / 10 % (m/V) SDS, pH 8,3
[Tydep 3a enextporpancdep (mydep 3a ,,06moroBame™) — 25 mM Tris-HCI / 0,19 M rinurmn
/ 20 % meranon / pH 8,3

TBST nydep — 10 mM Tris-HCI / 0,15 M NaCl / 0,1 % Tween-20, pH 7,4

H3onoBame heJII/IiCKHX MeM6DaHa 13 3APaBOT” U TYMOPCKOI' TKMBA )IC6CJ'IOF apeBa

PacTBop 3a y3opke — 250 MM caxapoza, HHXUOUTOPH ITpOTeas3a
HBS — 50 mM HEPES / 0,15 M NaCl / 1 g NaNs, pH 7,5
1 % Triton X-100

JlepuBatusamuija oporerda ca DNP

10 % tpuxsopcupherna kucenuna (TCA)

0,01 M 2,4 nmuaurpodenmnxuapasusa (DNP) y 2 M HCI
1:1 etaHomn:eTnn-aneraT

2% SDS y 0,1 M docdatHom niydepy

2 M HCI
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3.3 Cmoue

AminoLink Plus Coupling Resin — Pierce Biotechnology, Poxdopa, CAJl
IAC cmoma — Proteomlab IgY-12 High Capacity Proteome Partitioning Kit, Beckman
Coulter, ®ynepron, CAJ]

3.4 Autureia

[Monuknonck0 antu-02M antureno (xkyauh), AbD Serotec, Kumnunrron, Benuka
Bbpuranuja

[Momukononck0 antu-DNP anTureno (kynuh), Sigma-Aldrich, Cenr Jlyuc, CAJI
[Mommkonck0 antu-IGFBP-2 antuTeno (kynuh), GroPep, Anemann, Aycrpanuja
[Monuknoncko antu-IGFBP-2 antuteno (ko3a), DSL, Beberep, CAJL

[Monuknonck0 antu-IGFBP-2 antuteno (ko3a), Santa Cruz Biotechnology Inc, Canra
Kpys, CAJI

HRP-koHjyroBano antu-ko3je 1gG antureno (ceuma), Biosource, Kamapuio, CAJl
HRP-konjyrosano antu-kynuh IgG antuteno (osua), AbD Serotec, Kummunrron, Benuka

Bputanuja

3.5 Ypehaju u anapatu

Bara ananurtiuka, Tehtnica, Mapu6op, Cnosenuja

Bara texunuka, Chyo, Micro Precision Calibration Inc, I'pac Benu, CAJ]

Boprekc ZX3, Velp, Ycemar, Utanuja

Kunetop MR-1, LKB, beu, Aycrpuja

InnoScan 710 laser fluorescent scanner, Innopsys, Kapoon, ®@panirycka

Kom6unoBanu pH/kouaykromerap InoLab 720, WTW, Munxen, Hemauka

Maruetna memanuia, ARE, Velp, Yemar, Utanuja

Cucrem 3a enekrpodopesy Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad Laboratories, Xepkyuec,

Kamudopuuja
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SpotBot 3 Personal Microarrayer Protein Edition, Arrayit Corporation, Canusejn, CAJI-
ypehaj je kopuwhen y Cnosaukoj, y okeupy capaore ca Cnosaukom Akademujom HayKa
Craxiene miounne - yurosu Nexterion Slide E, Schott, Jena, Hemauxka

VYirpauentpudyra, Beckman-Coulter, Huon, IIBajuapcka

@Ountpu 3a yrrpaduarpanujy ox 10, 30, 50 u 100 kDa, Microcon, Merck Milipore,
Hapmmtat, Hemauka

Llentpudyra MiniSpin plus, Eppendorf, XamOypr, Hemauka

Henrpudyra JIII-321, Tehtnica, Mapubop, CiioBenuja

3.6 Y3opum cepyma u TKHBa

VY u3Bohemy ekcriepuMeHaTa KOpHIINEHH Cy y30pIH cepyMma oApaciux ocobda. Y
CTYAMJU Cy, KAaOo KOHTpOJHa rpymna, kopumhenu cepymu 150 noOpoBosbama, pacrnoHa
roguHa ox 20 no 80, koju cy Mo MOTpeOM y3MMaHU Yy 3aBUCHOCTH OJf TPEHYTHHX
napameTapa Koju cy ce mpatwin y onpeheHom excnepumenty. JloHOpu cy OMiM 3apaBH,
LITO je TOTBphEeHO cTaHAapAHUM OMOXEMM]CKHUM HCIUTHBamUMa, OJHOCHO ojapehuBameM
napameTapa Koju ¢y OuiM y rpaHunama pedepeHTHUX BpeAHOCTH. [lojeuHIM 01 KOjux je
y3€T cepyM Cy OMJIM Hemyllauyd, HUCY KOH3YMHUPAJIM BEJIMKE KOJIMYMHE alIkoXosla |
NICUXOAKTHBHUX CYICTAHIIM, W HHUCY OWIM Ha MOCeOHOM pexuMmy wucxpane. Ocum
KOHTPOJIHMX CepyMa, KOpuIINEHHW Cy M cepyMH ocoba ca ojape)eHUM MNaTOJOMKUM
IIpOMEeHaMa y opranusmy, koje cy aujarHoctugukonane y KbII ,,bexxannjcka koca®.

ITopen cepyma cy xkopumtheHu U y30pLu TKHUBa 000JIeIMX Of paka Jebesor Lpesa.
Kox pana ca TkKMBHUM y30pIEMa, Ka0 KOHTPOJIE CY KOPUIINEHN JIeTIOBH TKHBA UCTHX 0co0a
KOJU HUCY 0K 3axBaheHU MaTOJOMIKUM ITpOMEHama.

3a onpeheHe excrepuMeHTe, KOpUIINEeHU Cy MOCEOHH TUIIOBHU y30paKa cepyma U
TKUBA!

1. Cooprucru:
n=17, crapocr 16-18 rommua, BMI 20-23 kg/m® Cakymsauun cy ysopuu cepyma
npodeCHOHATHUX WIrpadyMlla PyKOMeTa, WiaHWIa MpBoJUramkor tuMma u3z KparyjeBma u

HaIMOHAJIHE pernpe3eHTaluje.
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2. Ocobe ca U3MEHEHUM JTUIIMIHUM CTaTyCOM.:

n=17, crapoct 40-60 roguna. KoHlleHTpanyje TPUAIMITIIALEPOIa U YKYITHOT X0JIeCTepPoia
y cepymy cy Owre 3Hauajuo Behe on pedepentHux (pedepeHTHa TrpaHHIA 3a
Tpuanuiarauneposie je 10 2,3 mM, a y y3opuumMa cy u3MepeHe KoHILeHTpamuje > 5 mM; 3a
YKYITHH XOJIECTEPOJI rpaHuIa je 10 6,2 MM, y y3opiuma je uamepero > 9 mM).

3. Ocobe ca U3MEHLEHUM META00JIN3MOM IIIVKO3E:

n=15, crapoct 40-60 rogunra. KoHreHTpaiyja riykose y cepymy je Omia 3HadajHo Beha y
onHocy Ha pedepeHtHu omcer (pedepentHu omcer je 4,2-6,4 mM, a y y3opuuma je
usMepeno > 10 mM).

4. Ocobe oboutene o1 paka nedelIor pesa:

n=29 3a cepyme u N=15 3a TKHBHE HCEUYKe NeOenor IpeBa; CTapocT obonenux 54-76
rommma, BMI 16-30 kg/m?. Yzopuu Cy cakyImJbeHH Ha JaH omnepauuje, y KbL ,,bexanunjcka
koca“. [larono3u cy Ha numy Mecra audepeHIpalyd ¥ OJBajajH 3/paB €0 TKUBA O
TYMOPCKOT.

5. Ocobe 0060J1ese 01 pa3IMIUTHX THIIOBA TYMODPA

n=14 3a cepyme oboienux oJ Tymopa jerpe (6 Mymkapaua u 8 xxeHa); N=15 3a cepyme
obojenux o] TymMopa naHkpeaca (7 mymikapaua 1 8 xeHa); N=14 3a cepyme 0001€eIuX 0
Tymopa 1yha (8 Mmymikapana u 6 xeHa); N=15 3a cepyme 000senux 0 TyMOpa IpOCTaTe;
n=10 3a cepyme obosienux o1 Tymopa Aojke; N=12 3a cepyme oOosienux oA TyMopa rpiauha

Matepuiie; N=8 3a cepyMe 000JIeTTNX 0J1 TyMOpA jajHUKA.

3.7 OnpehuBame KOHUEHTpPALHje MPOTEeNHA

3a onpehuBame KOHIEHTpallMje MpOTeHMHa Y Yy3opuuma, kopumhena je BCA

METOoJ4a, Tj. I/IHTepaKLII/Ija npoTcruHa Ca 6I/II_[I/IHXOHI/IHCKOM KHUCCIIMHOM, II0 YIYTCTBY

npousBohaua (Abcam).
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3.8 OnpehuBame konuenTpanuje |GFBP-2

Konnenrpanuja IGFBP-2 je onpehena ELISA meronom, npu uemy cy pedepeHTHe
BPEIHOCTH 3a cepyM u3Hocuie 2,7-27,8 nM (100-1000 ng/ml) mo ynyrcTBy mpoussohaua
(Abcam).

3.9 OnpehuBame cienM(PUUYHOCTH AHTHUTEJIA

Tema oBor pama je ucCHHUTHBame pacrojene Mosekyiackux obmmka IGFBP-2 y
3JIpaBOM OPraHU3My U y ofjpe)eHUM MaTOJOLIKUM CTalbuMa, HACTAIUM YCJle]l HaTONOIKUX
npomena. Momnekyncku oonmunu IGFBP-2 ce mory nerekroBaru peakunjom crnermupuaHX
aHTHTENa ca Y30pKOM. Mako TeOpHjcKHM, HAa4MH HW30JI0Bakba W W3BOp aHTHTENAa HE OH
TpebaJio 1a yTu4yy Ha CIOCOOHOCT JIETEKLH]je PA3IMUUTUX MOJIEKYJICKUX O0JIMKA IPOTEHHa,
y Ipakcu TO HMje yBeK Tako. Haume, mokasano ce ga aHTUTeNa pasiMUMTUX Mpou3Bohaua
HE MOTY yBEK crnenuuyHO Ja MPErno3Hajy cBe O0JIMKe, T€ je CTora MoTpeOHO TeCTUpaTH
BHIIIE aHTUTENA M M3abpaTd OHa Koja To Mory. J[a Ou ce yTBpAWIO KOja Cy aHTUTENa
HajOosba 3a aHaM3y npucyctBa cBux oodnuka |IGFBP-2, Tectupane cy Tpu Bpcre anTuTena
ol Tpu paznuuuTa npousBohaua, u To: GroPep, Santa Cruz u DSL. Kao y3opuu cy
kopumthern cepyM (1:10 y PBS) 1 cemuHaiHa 1uta3ma kao mo3uTuBHA KoHTposia 3a IGFBP-
2.

ITocne enextpodopese u TpaHchepa MNPOTEMHAa HAa MeMOpaHy, Y30pLH CY
UHKYOMpaHu ca onrosapajyhum auturenuma Ha 4 °C mpeko Hohu. Crexeher mana
MeMOpaHe Cy MHKyOWpaHe y OAroBapajyhuM CEKyHIapHUM aHTUTETuMa OOeleKeHUM ca
HRP wu w3noxene paemoBamy ECL cymcrpata, a XEeMHJIyMHHECIIEHTHH CHTHAI je

JIeTeKTOBaH MOMONy peHreH puima.

3.10 MoaekyJcka puarpanuja

Jenan on HaumHa wu30M0Bama MouyieKylckux oOmuka IGFBP-2 je meromom

midepennujanae  ¢untpanuje. Cepymu cy QUITPUpPAHH LEHTPUPYTHpPABEM Kpo3
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MOJICKYJICKa CHTa (CYKIIECHBHO) YHje TIOpe 3aJp)kaBajy Mojekysne maca Behux ox 100, 50,
30, ommocuo 10 kDa. Ilpomec ¢unrpanuje je H3BEACH y CKJIaay ca MPOLEAYPOM

IpoINKCcCaHoOM 0J1 cTpaHe nmpousBohaua (Merck Milipore).

3.11 Umynoadpunurterna xpomarorpapuja (I1AC)

3a umyHoadunuTeTHy Xpomarorpadujy ynorpedssena je IgY cMona y MUKPOCTIHH
KOoJIOHaMa. MaTpuKc je caapkao MMOOMIM30BaHA aHTUTENA HA jeJJaHACCT HAjIPUCYTHUJUX
OpOTEMHa Yy XyMaHOM cepyMmy: anOymuH, TpaHchepuH, wuMyHornoOymuH I,
umyHorno0ymnun A, umynorno0ynua M, HDL anonunonporennu | u |1, xantorno6us, al-
AQHTUTPHUIICUH, 0.1 -Kucenu riaukonpoTerH U a2M. Marpukc (1,2 ml) je uakyoupan ca 0,5 ml
cepyma pasomaxenor 1:25 y ocHoBHoM mnydepy, pH 7,4 Ha coOHOj Temmeparypu,
kopuctehu porarop. HeBesanu nporennu cy ykiaomeHu neHTpudyrupameM Ha 2000 X g y
nepuoay ox 30 S ¥ MOTOM je MaTpUKC TP IyTa UCIpaH ca OCHOBHUM mydepom. [IporenHu
KOjH Cy Ce Be3aJld 3a MMOOMIN30BaHa aHTHTea ¢y enyupanu ca 1,5 ml EIl, y Tpu nopuwmje
mo 0,5 ml. Enyupane dpakuuje cy neyrpamucane ca HII, pH 8,0. MaTtpukc je moTom
Heyrpanucan ca 0,6 ml 2 M Tris-HCI pH 8,0 u Tpu nyra ucnpan ca OCHOBHUM Iy(hepom

IIp€ HAHOHUICHA HOBOT" Y30pKa.

3.12 JlektuHcka apunurerHa xpomarorpapuja (LAC)

Konone y kojuma je 6una araposza ca Be3anum nektunuma (SNA, LCA, ConA,
PHA-E u RCA-I) ypaBHoTexene cy ca HBS mydepom. Ilotom je Ha mux Haner 1 ml
cepyma pazonaxken 1:10 y HBS nydepy u y mapenuux 1 h usBpiena je pernupkysamuja
y3opka. HeBezanu nporennu cy ykinomenu ca 20 ml HBS nydepa. Besanu nporennu cy
eIlyMpaHH XaNTCHCKUM YIJbeHHM XujapatoM pactBopenuMm y 7 ml 0,1 M cupherHe
kucenune, pH 3,0. Enyupame ca PHA-E arapose je u3Bpiieno ca 10 ml 0,1 M cuphetne
KHCeNnnHe 0e3 TMPHCYCTBAa XamnTeHa. | JIMKOMpPOTEMHW ca OCTAIMX KOJIOHA Cy eIyHUpaHu
kopumhemem cienehux xanrtena: 0,5 M makrosza 3a SNA araposy, cmema 0,2 M meTui-o-

rnykonupanosuaa u 0,2 M merun-a-manonupanosuaa 3a LCA u ConA araposy, u 0,2 M
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nakto3a 3a RCA-l arapozy. ®pakiuje ca HajBehoM KOHIIEHTpaIMjoM MpPOTEUHA CYy
ckymbeHe u Heyrpanucane ca HIT mydepom, pH 8,9. /lujanuza HeyTpanucanux (pakiuja
je u3Benena Hacrpam 0,15 M NaCl na 4 °C npexo Hohu. @pakiuje ¢y CKOHLEHTPOBAHE 10

3anpemune 1 ml y3 momoh ¢unrepa 3a yarpadunrpanujy iumura ox 10 kDa.

3.13 Umynonpeuunuranuja (1P)

3a wumoOwmm3anujy antutena nacupam o2M wm IGFBP-2 xopumhena je
KoMepljaiiHa akTuBupaHa cmoia. Ha 50 pl marpukca je momara 3ampemuiHa pacTBOpa
aHTHTEJIA KOja OIroBapa KOJIMYUHH 011 5 1g npoTenHa. Ca UMyHOA()UHUTETHUM CMOJIaMa je
usspuieHa uakybanuja 200 pl cepyma pasonaxenor 1:20 y TBS nydepy, na 4 °C, npeko
Hohu. HeBe3anu npoTenHu cy yKiIowmeHH HeHTpudyrupameM Ha 2000 X g y nepuoay ox 30
S W MaTpuKC je Tpu myTa uchnpaH ca [BS mydepom. Beszanu mporenHu cy enyupanu
kopuihewem EIl, npBo umukybammjom ca 10 pl EIT, 5 min Ha cobHOj Temmeparypu, a
motom ca 2 X 50 pl EIT, tako 1a je ykymHa 3anpeMuna enyata u3Hocuia 110 pl. Enyaru cy

Heytpanucanu ca HIL, pH 8,9.

3.14 JlepuBaTu3zanuja nporenna ca DNP

3a mocTymnak JepuBaTH3aldje MPOTEeHHa cepyma KopumiheH je pacTBOp NMPOTEHHA
konuenrpanuje 10 mg/ml. Y3opak cepyma (0,5 ml) je momeman ca 0,25 ml 10 % TCA u
nocne 5 min uentpudyrupama Ha 1500 X g, cynepHatanT je ondadeH. Pactsop DNP (0,01
M 2,4-DNP y 2 M HCI; 0,25 ml) je moxat tajiory, cycrnensuja je mpomMeirana Ha VOrtex-y u
uHKyOupana 30 min ua 25 °C, y3 neproandHo Meniarme. [ToHoBo je jonar pactop TCA u
cycrieH3uja je IeHTpudyrupana kao u panuje. Tanor je qBa myrta ucnpad ca 1 ml cmemre
eraHox:erui arerat (1:1), na 6u ce ykiaonno DNP. Taror je pactBopen y 1,5 ml 2 % SDS
y 0,1 M docharaom nydepy, pH 8,0 u unkyoupan nHa 37 °C Toxkom 10 min ca
MEPUOIMYHUM MENIakhEeM, paad TOTIYHE XOMOTeHH3anuje. ArcopOaHIlMja pacTBopa je
mepena Ha 370 nm nacynpor 2 M HCI. CBaku y3opak je TpeTipan Ha uctu Haune 6e3 DNP

y pactBopy HCI, na ©u ce onmpenwia u envMuHHCala HecnenuduyuHa arncopOaHIyja.
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Canpxkaj mporenHckux kapbonmiaa, PCO (protein carbonyles) je ompehen kopumihemem
MOJIApPHOT €KCTHHKIIMOHOT Koeduijenta 22000 1/M cm. [lepuBaruzamuja MeMOpaHCKHX
MpOTEeHHA je M3BpIICHA HA UCTU HAYMH, C TUM ILITO j€ MOYETHA KOHIICHTpalMja MpOTEenHa

n3Hocuia 1 mg/ml.

3.15 U3os0Bame heujckux MemOpaHa U3 TKHUBA J1e0eJIor peBa

Nceunm TkuBa nedenor npesa nodujenu cy uz KbI ,,bexanujcka koca®. 3a cBakor
nanyjeHra cy kopumrheHa iBa y30pKka YKIOHBCHOT IpeBa: TYMOPCKH Y30paK U y30paK IpeBa
KOju HUje Omo 3axBaheH mpoMeHama, KOju je cMaTpaH 3/JpaBUM TKMUBOM. Mace MOYeTHHX
y30paka 31paBor TkuBa cy omie 3-10 g, 10K je Maca TYMOPCKH U3MEH-EHOT TKuBa omia 1-5
g. Ananm3a je paheHa ca ykynHo 15 y3opaka y mapy, KOju ¢y HOTHLATH O 15 pasmuauTux
namyjeHara.

[use oBoOr mena ekcrmepuMeHTa je Ouilo M30J0Bame MeMOpaHa henuja aebenor
npeBa u ucnutuBame npucycrsa IGFBP-2, MMP-7 u oS5 monjenuHuIle MHTETpHUHA HA
BUX0BOj moBpiuHU. [IpBa (aza u30y0Bama mojapasyMeBasia je rpy0y XOMOTECHH3AIU]y
TKHMBa, KOj€ je MpeAXoJHO cycreHaoBaHo y 250 mM caxaposu, y3 AoAarak KOKTena
MHXHOUTOpa mpoTeas3a, Kopuctehu mramHUM XoMmoreHusep ca HoxkeBuma. [locnme rpy6e
XOMOTEHH3AIIN]€, YKIOHEHH CYy KPYITHHUjH OCTAIM TKUBA U TPUCTYIIHIIO C€ XOMOT€HU3AIU]H
XOMOTEHHU3epoM ca TehIOHCKUM HacTaBkoM. OOe xomoreHusaiyje cy ypaheHe Ha XJagHo.
[To 3aBpiIEHO] XOMOT€HU3AIMjH, CyClieH3H]ja je neHTpudyrupana ua 3000 x g, na 10 °C ,
20 min. Tanor je omdaueH, a CymepHATaHT je yarpaueHtpudyrupan Ha 42 000 X g, Ha
10 °C, 70 min. IMocne yarpaueHTpudyrupama, JOOUjeHH Talor je caapkao hemjcke
MemOpane. Tanor je mcmnpan xmagaum HBS mydepom, Ha TedioHCKOM XOMOTEHH3EpY.
Cycnensuja je moHOBO yarpauneHTpudyrupana Ha 42 000 X g, 40 min. CynepHaraHr je
onbayeH, a Tanmor cycneHaoBan y HBS mnydepy m xomoreHu3oBaH Ha Te(IOHCKOM
XOMOTEHHU3epy A0 No0HWjama cycrneH3uje MeMOpaHa. Y CYCINEH3U]y j€ M0JaT HEJOHCKH
nereprent Triton X-100 u cycreH3uja je MeliaHa Ha MarHEHTO] MEIIATUIM Y TIEPUOIY O]
1 h, y xnagHoj cobu. Y oBoMm kopaky je ypaheHa comyOmnm3zanmja henmjckux memOpaHa.

JloOujena cycrneHsuja je moHOBO yiarpanenTpudyrupana va 42 000 x g, na 10 °C, 90 min.

53



CyrnepHaraHT, y KOME Cy C€ HAJIa3WJIM CONyOMIN30BaHH MEMOPAHCKH MPOTCHHH, j€ YyBaH
na -80 °C. KoHueHTpanuja yKymHMX OpOTEMHA y W3o0jaTHMa MemOpana je 6mma 0,1-1

mg/ml, 3a 31paBa TKKBa, 10K je KOJl TYMOPCKHX KOHIleHTparuja omia 0,2-2,5 mg/ml.

3.16 Eaxexrpodopesa (SDS-PAGE) u uMmyH006.10T

[IpucyctBo u pacmopes NpoTeHMHa Yy y3opuuma cy wucnutad merogom SDS
enekTpodopese u uMyHoo0Ta. EntekrpodopeTcko pasaBajame mpoTerHa ypaheHo je npema
CTaHJApHOj Tpoleaypu. Y3opuu cepyma cy pazonaxenu (1:20) y PBS mydepy, nok
y30pILM TKHBHUX M30J1aTa HUCY pa3bnaxkuBanu. O6e BpcTe y3opaka cy nomemane ca [13Y y
onuocy 1:1. ExcripenmenTn cy u3Boleru moj penykyjyhum ycinouma, y3 moxarak 10 %
B mepkanToeranona y [13Y. Cam mpouec enekrpodopese je ypahen mox Harornom o 200
V. Ilocne enekrpodopese, MPOTEUHU CY ,,JIPEHETH HA HUTPOLEIYIO3HY MeMOpaHy
METOJIOM ,,MOKpor™ Tpancdepa, npu Hamony ox 100 V, tokom 1 h. Tlo 3aBpmieTky
Tpanchepa, meMmOpaHa je ,,0i1okupana®“ y 5 % pactBopy oamamhenor muieka y 10 mM
TBST nydepy, pH 7,4, Tokom 45 min. MemOpana je Hekouko myta ucnpana ca TBST-
OM U UHKYOMpaHa y pacTBOpy oAroapajyhux mpumaphux anrureia Ha 4 °C, npexo Hohw.
MemOpana je moHOBo wucrpana Hekomuko nmyra TBST-om (6 X 5 min), a morom je
MHKYOHMpaHa y pacTBOPY ca CEKYHJapHUM aHTHTeluMa KoHjyroBanum ca HRP, 30 min.
Haxon jorr jemnor moctymka ucnupama (6 X 5 min), memOpana je HHKyOHpaHa y pacTBOpY
ECL pearenca. [Tocie 5 min, memOpaHa je M3/10%KeHa HHTEPaKIHjU ca PEHAreH (GuiMom.
Bpeme ekcrio3uiyje je BapupaHo, y 3aBUCHOCTH O] BpCTE U KOHILIEHTpAIMje y30paka, j1a ou
ce o0wIIe mMTO YHCTHje TpaKe MPOTEHHA, ca IITO MABUM MO3aIMHCKUM CHTHAJIOM (OOUYHO
usmely 20 u 40 min). ®uiM je pasBujaH mpeMa CTaHIAPIHO]j MPOIEAYPH, YIOTPeOOM
KOMEpIHUjaIHUX peareHaca cieaehum pexom: 5 min y passujauy, 1 miny 1 % cuphetHoj

kucenuau u 10 min y gpuxcupy.
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3.17 JlekTHHCKH 0JI0T

[Tocne cranmapane enekTpodopese u TpaHchepa mpoTerHa, MeMOpaHa je TPEeKo
Hohu Gnokupana y 3 % pactopy BSA. [labe je mHKyOUpaHa y pacTBOpPY OMOTHHHIOBAHOT
nektuaa (PHA-L, PHA-E, SNA, LCA u RCA-I), Ha cobnoj temneparypu, 1 h. Memopana
je ucnpana TBST mydepom (4 X 5 min) u unkybupana y pacrBopy HRP-aBuauna, Ha
coOHoj Temmepatypu, 1 h. MemOpana je moHoBo ucnpana y TBST mydepy (4 X 5 min) u
nectuinoBaHoM BogoMm. Hakon mukyOamuje ca ECL pearencom, obenexeHH MPOTEHHU Ha

MeMOpaHHU Cy OCTaBJbEHHU J]a UHTEparyjy ca peHAreH (puiMoMm.

3.18 Jluranjg 6J10T

3a morpebe nuraHj Oy0Ta, HUTPOLENTYJIO3HA MeMOpaHa, Ha KOjy Cy IpeHEeTH
NPOTEUHH, ,,0JIOKHpaHa‘ je y HeKOJIMKO CYKIECUBHHUX (ha3a:
- mydep 3a KOHIIEHTpOBame 3a enekrpodopesy + 3 % nereprent NP-40, 30 min,
- mydep 3a KOHIICHTpOBame 3a ejaekTpodopesy + 0,1 % TWEEN-20, 30 min u
- mydep 3a KOHILIEHTPOBame 3a enexkTpodopesy, 4 X 5 min.

MewmOpana je nasbe nakyoupana y TBST nydepy koju je caapkao paguon30TonoM
oGenexenn muran 2 1-IGF-1 wmn IGF-I1, akruBroctn 5 X 10° cpm, mpeko Hohu Ha 4 °C.
Mewmbpana je ucmnpana TBST-om (2 X 30 min) u TBS-om (3 x 30 min), a 3arum je

H3JI0KCHa I/IHTepaKI_II/IjI/I Cca pCHATI'CH (1)I/IJ'IMOM.

3.19 JlekTMHCKH MUKpoepej

[Iporenn o2M, KOju je W30JI0BaH HMMYyHONpenunuranujoM (mornasise 3.13) u3
cepyMa 3/paBHX oco0a M TalujeHaTa ca TyMOpoM Je0enor IpeBa, jeé HaHeT Ha
KOMepIMjajiHe CTaKJIeHE IJIoYule (YUIOBE) AaKTHUBUpPAHE EMOKCHCUIIAaHOM, Kopuctehu
ayromaTtu3oBaH ypehaj, T3B. ,,criorep” y KOMOpH ca AepUHHCAHHUM YCIIOBUMa OKOJIMHE:
14 °C u crenen BraaxHocTu 60 %. CBaku 1ojeIMHAYHM Y30PaK j€ HAHET Ha 14 WaeHTHYHHX

nojba (,array-a) Ha IUIOYMIIM. YHYyTap CBakor II0Jba, CBaKU Y30paK je HaHET Yy

55



NEHTAIUIMKATy. Y30pLH Cy OCTaBJ/bEHU Jla MHTEparyjy ca HOcaueM y KOMOpHU, Ha COOHO]
TemrepaTtypu u npu creneHy BiaxHoctd 80 %, 1 h. Bumak y3opaka je ucmpas, a
HEU3pearoBaHe ernokcu rpyme cy Omokupane 1 M eranomamunom y PBST-y mox uctum
ycinoBuma okoiumHe, | h. Ilmouwnne cy wuHTeH3uBHO wucnpaHe PBS-om. UYerphaecr
OMOTHMHWIOBaHUX JieKTHHA (HaBenaeHux y Tabemu 1) y PBST-y je naneto Ha 14 mosma,
kopuctehy HameHckH Kaiyn (ciuka 12). KoHneHTpaimja cBakor JeKTHHA je ONTHMH30BaHa
u kpetana ce y oncery 50-150 pg/ml. Jlextunu cy nnkyoupanu ca yzopuuma 1 h. Ilnounna
je ucmpaHa W HMHKyOMpaHa y pactBopy crpentaBuaumua (5 pg/ml y PBS) 3a koju je
KomyroBana (uyopecientHa 6oja CF-555, Ha coOnoj Temmeparypu, 15 min. Hakoun
3aBpIIHOI MCIUpPamka IUIOYMIE AESCTHIOBAHOM BOJOM, OHA je OCYIIEHAa M aHaJU3UpaHa

(ITyOpeCIEeHTHUM CKEHEPOM.

Cnuka 12. Hsrnen Kajlyna 34 HaHOIICHC OMOTHMHUJIOBAHUX JIEKTHHA Y JICKTHUHCKOM

MHUKpOEpejy
3.20 leH3uToMeTpHUjCKa aHAJIM3A

3a AeH3UTOMETPH]CKY aHAINU3Y CUTHAJA Ha peHAreH (GuiMy je kopuirheH mporpam
Image Total Laboratory v2.01 (Amersham BioSciences, Bbakunremmmp, Benuka
Bbputanuja). Pesynratu cy u3pakeHU y NPOU3BOJBHUM JIEH3UTOMETPUJCKUM JE€IUHHIIAMA,
ADU (arbitrary densitometric units). 3a ananmu3y curnaia rmocie JeKTHHCKOT MUKpoepeja je
koputihen nporpam Mapix 5.5.0 (Innopsys).

3.21 Craructuuka odpajaa nogaraxka

3a cratuctuky oOpamy mojaataka kopuinheH je mporpam EXxcel. 3a yrephuBame

CTAaTUCTUYKH 3Ha4YajHE pasnuke u3Mel)y yzopaka kopuirheH je CTyneHToB t-TecT.
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4. Pe3yJITATH M JTUCKYCH]a

IGFBP-2 je monekyn koju ob6aBjba NBOjaky yiory: Tpancmoprep je IGF mentunma
BaXHMX 3a pacT heimja U MHTEparyje ca MHTErpUHIMA Ha MOBPUIMHU henuja m3a3zuBajyhu
mporece Koju He oOyxBarajy mnpeHoc curHama mnocpeactsom IGF  penenropa.
Konnenrpanuja IGFBP-2 pacte y MHOrmM kaTtaGoJMUYKMM cTamkbuma, omoryhapajyhu
IGFBP-2 na npey3me ynory rinaBHor Be3yjyher nporenna on IGFBP-3. Mako ce jomr yBek
HE 3Hajy CBE MOCIeAnIle OBe 3aMeHe, yTBpheHo je na pact IGFBP-2 yka3yje Ha akTuBanujy
HETIOBOJPHUX MEXaHM3aMa y opranusMy. Y Toky cy ucnutubama IGFBP-2 kao Ouomapkepa
KaTtabonu3mMa, a moceOHO Kao TyMopcKkor 6uomapkepa. KoncratoBano je meroso nosehano
MIPUCYCTBO KOJ pa3HuX BpcTa Tymopa. W naswe je Hemo3HaTo y k0joj Mepu cy merose |IGF
3aBHCHE W HE3aBHUCHE YJOre H3paxeHe y karabommsmy. Ilpema 10 caga mo3Hatum
nomanuMma, IGFBP-2 wucmoseaBa cBojy nyHy (YHKIHjy Kaja je y OOJHMKY MOHOMEDA.
Oparmentu |IGFBP-2 ne Besyjy |IGF nuranme wium Bpino cmabo, a 10 u3paae OBe
JucepTalyje HUCY OMITU MO3HATH KOMIUIEKCH ca APYTUM IPOTEMHUMA.

VY 0BOj nucepTanyju je aHaJM3UPaHO MPUCYCTBO PA3IMUYUTUX MOJIEKYJICKHX OOJUKa
IGFBP-2 y ¢usnonomkuM ycioBuMa M HCIUTaHA j€ HHXOBA MOTEHIMjajHA TIPOMEHA Y
U3MEHEHUM METAa0OJMYKUM CTamkuMma y opraHusmy. Takohe je ucnurana moryhnoct
rpahema KOMIUIEKCa OBOI HPOTEMHA ca JPYIMM MOJIEKyJIuMa M3 IHMpKyJaluje, Kao H
(cynpa)(u3uoI01KY yCI0BH KOJU OM MOTJIM yTHIAaTH Ha Mel)ycoOHM aduHUTET MoJieKyIa
npu opmupamy komruiekca. [locrojame komruiekca OM MOTJIO YTHIIATH HA PaBHOTEXKY
pa3nuuuTUX MoJekyiackux oonuka IGFBP-2, oqHOCHO KOMIIIeKCH OM MOTJIM UMaTH YJIOTY
perynartopa cinoboanor, MmoHoMmepHor IGFBP-2. V pany je ucnutaH yTuiaj peaoBHUX
(U3NONOMKMX TIPOMEHA Kao MITO Cy CTapeme M MojadaHa (U3WYKa aKTHBHOCT, TTOTOM
pa3HUX MeTaboaMYKuX (akTopa (HIp. KOHIICHTpalMja TIIYKO3€, JIUMHA W CIO0OJTHHX

pa,Z[I/IKaJ'Ia), Kao M MaToJIOIKHUX CTamka, Kao IITO je TYMOD.
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4.1 Mouekyiacku 00 IGFBP-2 y nupkynanuju ogpacaux Jbyam

4.1.1 OgpehuBame ykynne konuenrpaunuje IGFBP-2 y 3apasoj nonynanuju
meroaom ELISA

[Ipe Hero mTO Cce MPUCTYNHMIO WCHHUTHBaKY MOJIEKyinckux obiuka IGFBP-2 y
pa3HuM (MaTo)(PU3NOIIOIIKIM CTalbUMa, oapeleH je ’eroB oncer KOHIEHTpallrja y OMIIToj,
onpacinoj nomynauvju. Kao penpe3eHTaTuBHU y30pLHM, H3abpaHM cy [OjeAMHIM ca
ypeaHUM OMOXEMHjCKHM M XEMaTOJIOIIKUM Haja3uMa KPBH, Ha OCHOBY KOJUX O ce MOTJIH
CcMaTpaTy 37paBUM.

OppehuBame koHueHTpauuje je ypaheno weromom ELISA, kopumhemem
KOMEpIMjaHiX peareHaca. YKymnaH Opoj y3opaka je U3HOCHO 45, a pacroH rojauHa je 0uo
ox 20 o 80. Y momynamnuju cy nojajeHako OMIM 3aCTyIUbEHU MyLIKapLu U xeHe. Jla 6u ce
M0Ka3a0 CBEHTyaJIHW YTHUIAj CTapekma Ha KOHIEHTPALMjy OBOT MOJICKyJa, Tpymna je
pa3BpcTaHa y Tpu Kareropuje, mo roamHama: y muiane (20-40 romuna), ocobe cpemmux
ronuna (41-60 roguna) u crapuje ocobde (61-80 roguna). JloObujeHn OpojuyaHu pe3ynTaTH,

npukaszanu cy y Tabenu 3.

Tabena 3. Kommenrpammja IGFBP-2 y cepymy ompacne, 3apaBe TOIMyJanuje,
KJacu(pUKOBaHe 10 TOAMHAMA U IOy, U3paxkeHa y NM, u3paxkeHa Kao cpeliiba BPEIAHOCT ca

CTaHJapAHOM JIEBUjallljOM

Muaaaun Cpenma Crapuja Myumkapuu Kene
(20-40 reHepanuja reHepanuja

roJiNHA) (41-60 ronuna) (61-80 rogmua)

10,8+7,0 9,8+7,4 14,0+10,1 11,1+7,6 12,149,0

Pacrion koHueHTpanyja y MOMyNanujy je J10cTa BEIUKH, Y HAIIUM HCIUTHBambAMA
on 2 10 28 nM, mTo je y carjlacCHOCTH ca Hajla3uMma JpYrux HcTpakuBada (Hip. 2,7-27,8

nM y paxy Ranke et al., 2000). Kounnentpanuja IGFBP-2 pacre ca roguHama, mTo je,
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takohe, y ckmany ca aureparypuum moxanuma (Rajaram et al.,, 1997; Mattsson et al.,
2008), anu paznuka usmelhy rpymna Huje OMila CTAaTHCTUYKH 3Ha4ajHa. Hu 1o ncnuraHuka
Huje Omo on yrunaja Ha xonueHtpauujy IGFBP-2 (y ykymHoj momymanuju HUTH HaKoH
pa3BpcTaBama 110 CTApOCHUM Ipylama).

Haeenennm ELISA Ttectom je oapehena konmentpanuja ykymHor IGFBP-2. VYV
¢dbusumonomkuM yciaosuma, IGFBP-2 moanexe pasrpaamu o1 CTpaHe IpoTeasza, Tako Ja
OCHM MOHOMEpa TOCTOjU M HEKOJIMKO (hparMEeHTHCAHUX OO0JIMKA, KOJU U JJaJhbe MOTY OUTH
MpEero3HaTu Off CTpaHe aHTuTena. Haume, y cepyMy je mpoHal)eHO ocaMHAeCT pa3InduThX
dparmenara IGFBP-2 duje mosnekyicke Mace Bapupajy y omcery 4-21 kDa. Heku on mux
3alpkaBajy oapeheHu cTemeH OHOJOIIKE aKTUBHOCTU (MOCEAYjy NEIMMHYHO OYYyBaHY
criocoOHocT BesuBama IGF menTuna n/wnu BesuBamwa 3a unterpune) (Ho & Baxter, 1997;
Kawai et al., 2011). buosomka yiora ¢gparmenara jou yBek HUje no3Hata. dparMeHTH y
kpBu He motuuyy camo o IGFBP-2 koju je mporeonu3oBaH y nupkynanuju, Beh u of
MpOTEeMHA KOjU je TKUBHOT MOpEeKJa U 4Yuju (parMEeHTH HAcTajy AENOBamEeM TKUBHHUX
npoTeasa, a JocneBajy y mupkynamnujy. Huje uckpydeno vu na IGFBP-2 y kommekcy ca
HEKUM JIpyTUM TIPOTEMHOM HE MOXe OWTH Tpeno3HaT oOJf CTpaHe aHTUTela |
,,YdECTBOBATU" y YKYITHO] KOHIIEHTPALIU]H.

O cBemy HaBeJeHOM TpeOa BOAMTH padyyHa MpU TyMadewmy NOOUjeHHMX pe3ysrara
Mepema, ¢ 003UpoM Ja ToKa3aHy OMOJIONMIKY aKTUBHOCT MTOKa3yje caMO MOHOMEPHHU OOJIMK
IGFBP-2, unja je mpoMeHa KOHIIEHTpAIHj€ Yy Pa3IHIUTHM (TIaTO)(PHU3HOIOMKIM CTamhIMa

HajBaXHU]a.

4.1.2 OapehuBame moJsiekyJackux ooauka |GFBP-2 umyHo0610TOM

OtkpuBame Mosiekynckux obnuka |IGFBP-2 ce paguno mocpenHuM myTeM,
BHbIXOBOM MHTEPAKIUjOM Ca aHTHTEIMMa, METOAOM UMyHoOoTa. Jla Ou ce ucnurano kKoja
Cy aHTWTena HajOoJba 3a JAETEKIM]Yy CBUX MOJIEKYJICKHMX (OpMHU, TeCTHpaHa Cy Tpu
aHTHUTENIa pasnmuuuTuX mpousBohaua: GroPep, Santa Cruz Biotechnology u DSL.

JleTasbHUjH MTOJIAIM O OBUM aHTUTENMMa MOTy ce Hahu y noriasipy 3.4.
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Tectupana cy paznnunrta pa3zdoiakema aHTUTeIa U Kao onTuMaiHa cy Hahena 1:50
3a GroPep, 1:1000 3a Santa Cruz Biotechnology u 1:10000 3a DSL. Enexrpodopesa je
pahena y peaykyjyhum wu Hepenykyjyhum ycnoBuma. Ilokasano ce mga aHturena
npousBohaua Santa Cruz Biotechnology najy cnenunduune tpake 3a IGFBP-2 monomep u
(dbparmMeHTe, Koje Cy JIaKO YOUuJbUBE IPH KPATKHM CKCIO3HIMjamMa. AHTHTENa mpou3Bolhaua
DSL cy nana cnenuduyan OAroBOp, ajdM ca BEIMKUM TO33JUHCKUM CUTHAJIOM, JIOK CYy
antutena mnpousBohaya GroPep maentudukoBana u Behu Opoj HecnenupUUHUX Tpaka.
300or Tora je OIy4eHO Ja ce, 3a CBE OCTale EKCIIePUMEHTE, KOPHCTE aHTHTeNa
npousBohaua Santa Cruz Biotechnology, y pas6naxemy 1:1000, kao u ma ce paau y
peaykyjyhum ycnouma. Pesynartar noOujeH kopuirhemeM aHTUTeNa OBOT MpOM3BOhaya

MpHKa3aH je Ha ciunu 13,

kDa
IGFEP-2 popmomesc 1| —= . 200
IGFEP-2 kommmneie 2 — 0 _ oo
66

| — 45
IGFEP-2 MoHOMEp —» ﬁ }
= — 3]
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Crnuka 13. IMyHOOIOT KapakTepUCTUYHHUX MoseKyJIckux oonuka IGFBP-2 y cepymy

Ha crmumn ce mory BuaeTn Tpu 00sacTu y kojuMa ce jaBsbajy |IGFBP-2 curnamm. Ha
HajMambHM MOJIeKyJIckuM macama (m3mehy mapkepa 14 kDa u 31 kDa) ce Buzne ¢pparmeHTn
IGFBP-2, na cpenmoj Monekyinckoj Mmacu (n3mely mapkepa 31 kDa u 45 kDa) je Tpaka koja
oarosapa monomepy IGFBP-2 (36 kDa), mok ce Ha Behium mMonekysickum macama (ipexo 98
kDa) 3amaxajy Tpake koje Om morie morumatd oj komimiekca IGFBP-2 ca apyrum
npoTenHuMa. MoJeKyJcKe BpcTe Koje Ou oAropapaje KOMIUIEKCHMA J1ajy JIBE€ Tpake, IITO
roopu y npuior tome Aa IGFBP-2 npaBu mnm komiuiekce ca ABa pasziuyuTa MpPOTEUHA,

WM Cca OJUTOMEPHUM OOJMKOM HEKOT TPOTeMHAa KOju Yy penyKyjyhum ycioBuma
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JNENMMUYHO JHUCOoCyje, alu 3aapxkaBa MoryhHoct wuHrepakumje ca IGFBP-2. Osa

HCIOyMHUIIA je NpEaAMET UCTPpAKMBakA Y JaJbUM CKCIICPUMEHTHMA.

4.1.3 VYrunaj pazanuuTux (naTro)PU3HOJIOIIKMX (aKTOpa Ha pacnoiesy

MoJiekyJackux oojmka IGFBP-2
Kao mporenn xoju nma (He)MOCpeaHy yJOry y OAp)KaBamy MHTErpuTeTa henmja u
TKHBa, Ha JenoBame U cuHTe3y IGFBP-2 yrudy cBu mporiecu y opraHu3My KOju HAa HEKH

HAYUH peryauury henujcky 1 TKUBHY XOMEOCTa3y.

4.1.3.1 UcnuruBame yTUlaja 1moJja

[Ipumapna ynora TMONHHX XOPMOHA je OOJIMKOBAam€ IMOJIHUX KAapaKTEPUCTHKA H
perynanuja npou3BOJmBE MONHUX henuja (aHAPOTEHU M ECTPOTEHHU), Kao U OAPKABAIHE
TpyaHohe (mporecrorenu). MelyTum, MOTHE XOPMOHU MMajy MHOTE crieliu(puYHe yJaore y
MeTabonm3My. JeqHa o BHUX je U peryiucame KOHIeHTpalryje kommoneHTn IGF cucrema
(Hoeflich et al.,2014). ¥ oBom paay je ucnutan Moryhu yTWIlaj moja Ha pPacrojeny
Mmonekyiackux obnmuka IGFBP-2 y cepymy. VYpahen je umyHoOnor Beher Opoja y3opaka
cepyMa jKeHa M MYIIKapalia, YMjH je pernpe3eHTaTUBHU pe3yNTaT npuka3aH Ha ciuiu 14.

IGFBP-2 wonmnesc 1 — — M

IGFBP-2 eopmmnexe 2 — — 03
— fif

IGFEP-2 moomep — “ — 4
- — 31
IGFBP-2 pparmesms (|

e

MM

Cnuxa 14. Pacnonena monekynckux obmuka IGFBP-2 y pemnpeseHTaTUBHHM cepyMuMa

xene (OK) u mymikapiia (M)
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JleH3uToMeTpHjcKa aHajlM3a Tpaka je Mokaszana Aa u3Melhy JBe Tpymne y3opaka,
OJTHOCHO MYILIKapala 1 >KeHa, He [T0CTOjU CTaTUCTUYKH 3HauajHa pa3jiMKa U Jia je pacropes
Y MHTEH3UTET Tpaka BPJIO CIMYaH (pe3ylTaTH HUCY NMpHUKa3zaHu). PaHuja uctpaxuBama cy
MoKa3aJia Jia TOJHU XOPMOHH, Kao HITO Cy €CTPaIHOJ, IPOTreCTePOH M TECTOCTEPOH, MOTY
YTUIIATH Ha CMamemhe win nmoBehame npousBoame IGFBP-2 y TkuBuMa koja cy oceTsbuBa
Ha OBE XOPMOHE (jajHUIM Ha €CTPaJuoJl U IMPOreCTEpPOH, a MPOCTaTa Ha TECTOCTEPOH)
(Heald et al., 2005; Lee et al., 2006). Melhytum, oHo 1mTo Tpeba UMATH Ha yMy je Ja ce
JIOKajHa, TKHUBHA IMPOM3BO/AA OBOI MOJEKYlIa HE MOpa OJpa3sUTH Ha EroBy
KOHIIEHTpaLKjy y cUCTeMcKoj uupkynauuju. Haumme, npoussenenu IGFBP-2 ce moxe
“HOTPOLIUTH y JIOKAJIHOj CpeluHu, 0e3 ~mpenuBama’ y KPBOTOK, HCMOJbaBajyhu cBoja
napakpuHa/ayTokpuHa jaejcta. [Ipema pesyiaratuma OBOT eKCIEPUMEHTA, YTHIIA] Mojia Ha
pacrioneny monekyickux obmmka IGFBP-2 y nupkynamuju je 3anemapspuB. OHO mTo 61
OUJI0O MHTEPEeCaHTHO UCIUTATH je Ja JIM OBakaB o0Opa3all eKCIIpecHje BaXKU U 3a JIOKAJIHY

IIPpOU3BOAKY Y TKUBHUMA KOja Cy O0CCTJbHBA Ha ,Z[ejCTBO IMOJIHUX XOPMOHaA.

4.1.3.2 UciutuBame yTUIaja CTapOCTH

Konnenrpauuja IGFBP-2 y xpBu ce cmamyje y mnepuony usmehy pohewma u
ny0OepreTa, MOCIIE Yera MOoCTeNeHo pacTe, a mocedHo moce mesaecere roaune (Rajaram et
al., 1997; Mattsson et al., 2008). ITomro ykymHa konmentpaiuja IGFBP-2 pacre ca
CTapemeM, CacBUM je Moryhe a ce Mema M pacrojiesia MOJIEKYJCKHX 00JIMKa y Kojuma ce
oBaj mpoTeuH Hanazu. /la Ou ce mpoBepuia oBa MpeTNOCTaBKa, ypaheH je MMyHOOIOT
y30paka cepyMma OJjpaciiux ocoda pa3HUX *KMBOTHHX /100a, Koje Cy KiacU(pHUKOBaHE Y TpU
kateropuje: muanu (20-40 romuna), cpeamux roauHa (41-60 roguna) u crapuju (61-80
roauna). Ha cumm 15 cy npukazanu tunmmanan |GFBP-2 npodwm.

Ha cnunm ce mMoke BUIETH Ja je pacnopen Moiekyiackux obmnuka IGFBP-2 uctu
KOJI CBHX MCIMTAHUX JbY/IU U HE3aBUCTAH O TOJUINTA, alli j€é MHTEH3UTET TpaKka pa3InyuT

M 3aBHCHU O IOAUIIITA.
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kEDa

IGFBP-2 sommmesce 1 —» — =00
IGFBP-2 sonainers 2 — — o3
— 66
— 45
IGFBP-2 moHoMep —s a1
— 11

IGFBP-2 dparvesm (
a) ) E) — 14

Cmuxka 15. Pacriogena monekynckux oosmka IGFBP-2 ko onpacnux: a) 20-40 roguna, 0)

41-60 ronuna u B) 61-80 rogunHa

TaGena 4. PenatuBHa 3acTymubeHOCT MosieKysckux obnuka IGFBP-2 y yzopuuma cepyma
ocoba pa3TUUUTHX CTAPOCHHX KaTeropuja, HU3paXKeHa Kao Cpelamba BPEIHOCT ca

CTaHJapAHOM JI€BUjallljOM

I'pyna (n=15) 20-40 roguua 41-60 roquHa 61-80 roauna

IGFBP-2 kommaexe 1 20+1  5,0+1,0 18+1  6,2+0,7 14+2%  2,8+1,2%
(ADU, %)
IGFBP-2 kommaexe 2 21+1  5,2+0,9 18+1  6,2¢1,1 14+2%  2,6+0,8%
(ADU, %)
IGFBP-2 moHoMep 270+4 65,6+6,3  200+3* 64,5%6,0 180+£17° 38,245 4%
(ADU, %)
IGFBP-2 pparment 1 241  6,6+0,6 19+1*  6,9+0,9 23+3 4,6%1,3°
(ADU, %)
IGFBP-2 pparment 2 17+1  5,6+0,5 13+2*  5,040,9 42+44%  11,4+6,6%
(ADU, %)
IGFBP-2 ¢pparment 3 42+1  12,0+0,8 35+5 11,2431 212+51%  40,4+4,1%
(ADU, %)

Cmamucmuuxu suauajue paziuxe (Cmyodenmog m-mecm, p<0,05) uzmely ocoba cmapochne kamezopuje 20-40
200una u 41-60 200una osnauene cy kao *, usmehy cmapocne kamezopuje 41-60 u 61-80 xao °, u usmehy

cmapocnue kamezopuje 20-40 u 61-80 kao °
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Pesyntatu neHsuroMeTpujcke aHanu3e Tpaka cy natu y Tabemu 4. Y Tabenu cy
MpHKa3aHe JIB€ BPCTE IOJlaTaka: MHTEH3UTET IMOjeJuHAuYHuX Tpaka (u3paxen y ADU
JjeIMHUIIaMa) U peJIaTUBHE 3aCTYIJHEHOCTH I0jeIMHAYHUX MOJIEKYJICKMX BpPCTa Y OJJHOCY Ha
YKYITHY UMYHOPEAKTHBHOCT Y30pKa (M3pakeHe Y MPOLEHTHMA).

Kao mTo ce moxke Buzetu ca ciuke 15 u u3 Tabene 4, komrunaa monomepa |GFBP-
2 je HajBeha xox mumanux ocoba u yuHM otnpuinke 2/3 ykynHne konuuuHe IGFBP-2. Oa
3aCTYIJBEHOCT TOCTENEHO omajna ca roxuHama, a0 1/3 ykynne konmumHe IGFBP-2 xon
CTapujuX TOjeInHaIa. Y UCTO BpeMe, yaeo ¢pparMeHaTa pacre ca roanHaMa xuBora. Kama
ce u3pauyHa penatuBHa konuuumHa (%) Qparmenara, paznuke mely rpymama cy Beoma
u3paxene. Y crapocHoj kareropuju 61-80 roamna, dparmentucanu oOnumm |IGFBP-2
nornpuHoce ca ckopo 60 % ykymHoj kommmuuHu |IGFBP-2, mro je Bume Hero maBoctpyka
BpenHocT mpoHaljeHa koj wiahux u cpenoBeyHHx ocoba. KowmmiekcHu —oOmumm
npencrasibajy 10-12 % yxynsnor IGFBP-2 y npBe nBe rpyme, a moToM oOmnaaajy Ao
JIBOCTPYKO Mam€ KOJIMYMHE KOJI HajCcTapHuje CTApOCHE KaTeropuje.

Mepewem ykymHe KoHleHTpanuje IGFBP-2 y ommrtoj, 3apaBoj momynanuju,
YCTaHOBJBEHO j€ Jla ca cTapemeM pacTe KoHieHTpamnuja ykymHor |IGFBP-2 (mormaBine
4.1.1). Mehytum, Taj pact npaTtu CMambemhe MOHOMEPHOT U KoMIuleKcHor obnuka IGFBP-2,
a noBehame (parmenTucanux Bpcra. [Ipema Tome, ca ctapemem ce nosehasa nporeoaunsa
IGFBP-2, kako MOHOMEpHHUX, TaKO M KOMIUIEKCHUX 00JmKa. 3Hama o yno3u IGFBP-2 y
mporecy crapema cy KoHTpaBep3Ha. [lo3Haro je nma moBehaHe KOHIIEHTpalmje OBOT
MOJIEKyJIa Y cTapujeM o0y MOTy JOBECTH JI0 cialbera MUIIMNHO-CKENIETHOT cUcTeMa U
710 TojaBe MamMrHUX Tpancdopmanuja henuja (van den Beld et al., 2003; Barton-Hay et al.,
2004). Ca gpyre cTpaHe, HETOBO CMamemhe MpeicTaB/ba (AKTOp pH3MKA 3a MOjaBy
uHCyNuHCKe pesucreHiuje u rojasnoctu  (Wheatcroft et al.,2007). Ono mro je y
eKCIIepUMEHTHMA U3BEJICHUM Y OKBUPY OBE JUCEpTaIije OTKPUBEHO j€ JIa Ce ca CTapeHmheM
uHTeH3uBupa gparmentanuja IGFBP-2 u na taj norahaj Moxe 1oBecTH A0 MPEKOMEPHOT
ormymrama OnoaktnBHUX IGF mentuma wmm IGFBP-2 ¢parmenara koju 3ampikaBajy
6uonomky aktuBHOCT. Otnymrenu IGF nentuau 61 MOTaM BPIIMTA MUTOT€HY aKTHBHOCT
Ha henujama M Ha Taj HAYMH JI0aTHO CTUMYJIMCATH HEOIUIaCTUYHY TpaHChOpMaIH]jy, HITO

OM WIIJIO Y MPWIOT YYecTalujoj MojaBH paka ca crapemeMm. Ca apyre cTpaHe, MOIITO U
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camu (parmentu IGFBP-2 (Gapem Hekw o1 HBHUX) MOTYy HCIOJBHTH JI€JCTBO KOje je
He3aBucHO o IGF menTuaa, oHU Mpe/CTaBsbajy areHce KOjH MOTY JOJATHO CTHMYJIHCATH
natonomke npoMeHe y henujama. IloBehana aktuBHOCcT IGF Momekyma Om Mmorna
CTHMYJIMCATH M MPOIEC CTBapama J0JaTHUX MAacHHUX henuja, Kao Jermoa 3a CKIaIMIITEE
mactu (Scavo et al., 2004), a memoBospbHa KomuumHa wnenosutor IGFBP-2 6u morma
YTHLATH Ha CMamembe oceT/bMBOCT henuja wa mucynud (Wheatcroft & Kearny., 2009).

[Toe3anoct IGFBP-2 u uncynuna o6jammena je y Ilpermemy nmrepaTtype, MOTriaBibe
2.4.4.2.

4.1.3.3 HcuuruBame VTUIIaja aKTUBHOT 0aBJbEHA CIIOPTOM

AXTUBHO 0aBJbeHE CIIOPTOM IpENCTaBJba oApeleHy BpCTy cTpeca 3a opraHu3am u
yTh4ye Ha MeTa0OJMYKe MpoIlece, MPBEHCTBEHO HA EKCIPECH])y XOPMOHA M LUTOKHHA
YKJbYYEHUX Yy HEroBy perynanujy. Jeman on tux xopmoHa je u IGF-l, a BaxHu cy u
IPOTEMHU KOJU I'a TPAHCIOPTYjy 10 LMJbHUX TKUBA. Y JEIHOM O] €KCcllepuMeHaTa ce
KEJIeNI0 MCIUTATH Ja JIM, U Ha KOjU HAYWH, MHTEH3WBHA (PU3MUYKAa aKTUBHOCT yTHYE Ha
canpxkaj onpehenmx ob6muka IGFBP-2. Kao rpyma ucnuranumka y3ere Ccy 4YiaHUIE
pykomerHor TuMa wu3 KparyjeBma, oJ KOjuX Cy HEKe W WIAHHLE HalMOHAJHE
penpesenTauuje. Kps um je y3era nocine Ba pa3inuuTa nepruoaa TPEHUHTa: OCie peJOBHE
Ce30HE TaKMUYEHa M TIOCIEe BpEeMEHa MPOBEIEHOT y KaMIly 3a TPEHHHT Yy Tpajamby O
YeTUpU HeJesbe, Ipel MehyHapoaHO TaKMHUYEHE, Kajla jé M MHTEH3UTeT TPeHHHra Ouo
nBoctpyko Behu. Pykomerammue cy paauie tect onrepehema TpuamkeM Ha Tpalu, a KpB
UM je y3uMaHa TpH mnyTta (kopucrtehu OpayHWIy): mpe MOoYeTka TecTa, TOKOM TecTa y
MOMEHTY MaKCHMallHe TMOTpolikhe Kruceonuka (oapehusano je VOimax) M HAKOH KpaTKOT
omopaBka (10 min). M3nBojenu cepymu cy mnoaBpraytu SDS enekrpodopesu mon
Hepenykyjyhum ycrnoBuMa u uMyHOOnoty ca aHTH-IGFBP-2 anturenmma. JloOujenu
pe3yiaTary, ca Mo jeIHUM PENpe3eHTaTHBHUM Y30PKOM 3a CBAKO Y30pKOBam€ (CBUX IIECT

y30paKa Cy MpHUItaiajyd UCToj 0coOm), 1aTu cy Ha ciauiu 16.
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kDa

IGFBP-2 xomrmexc 1—» — 200

IGFBP-2 xonmnexc 2—»

IGFBP-2 moHOMED ~—>

IGFBP-2 jpparmennu) —

Cmuka 16. Pacmomena moinekynckux obnuka IGFBP-2 y cepymy mnpodecnonamamnx
pykoMerammia: y3opiu 1-3 cy y3eTu mocie peloBHOT TPeHUHTa, a 4-6 mociie npunpeMa y
Kamity; yzopuu 1 u 4 cy y3ere npe nodyerka tecta ontepehema, 2 u 5 ipu VOomax, a3 1 6

IIOCJIC KPAaTKOI' OIIOpaBKa

JICH3SUTOMETPHjCKOM U CTaTUCTHYKOM aHaIM30M je yropeheHo peraTHBHO
npucyctBo nojeauHux oOnmka IGFBP-2. Iloka3aHo je &na He MOCTOJU CTaTUCTHYKU
3Ha4yajHa pa3MKa Yy PpEIaTUBHO] 3acTyIJb€HOCTH MOJeKylckux obnuka IGFBP-2
(MOHOMEp, KOMIUIEKCH U (hparMeHTH) y y3opiuma, 0e3 003upa aa o ce yrnopehyjy yzopuu
TOKOM jemHor Tecta omnrepehema, wium w3Mel)y TecToBa H3BEACHHX IIOCHIE MEpHOAA
TPEHUHTIa PA3JIUYUTOT UHTEH3UTETA.

OHO mTO je OWJIO HHTEPECaHTHO y OBOM EKCIEpUMEHTy je IojaBa J0AaTHE
UMYHOpEaKTHBHE Tpake Ha Macu uzMmely 45 u 66 kDa. Morio 6u ce mpeTrnocTaBuTH 1a cy
aHTHTeNla Tpeno3Haia Mojiekyiacky Bpery IGFBP-2 koja Ou oaromapana guMepHOM
obnuky. Ilomro cy ycioBu mpuripeme y3opaka 3a enekrpodopesy Ownm Hepenykyjyhw,
BepoBaTHO ¢y y Behoj Mepu ouyBaHe aucynduaHe Beze n3Melh)y MOHOMEPHUX MOJEKYIa.
Jlo cayma HUje Moka3aHo y HaydHuM pajgoBuma jna |IGFBP-2 mumepusyje y opranusmy, aim
TMOIITO je MO3HATO Jia Cy CIOPTHCTH M3JI0KeHU BeheMm okcuaatuBHOM crpecy (Powers &
Jackson, 2008) u nma je KOJ HHUX KOHIICHTpAIMja PEAKTHUBHHUX jCHECHA KHCCOHHKA U
Apyrux crnobomHux pagukana Beha, moryhe je na IGFBP-2 mommexe mpornecy

TUMEpHU3allHje YCIIe UHTCH3WBHH]E OKCHIAIIH]E.
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4.1.3.4 UcnutuBame yTULdja JUOWIHOL CTaTyca

[Iperxomne cryamje Ccy mokasajne Ja cMmameHa koHneHTpanuja IGFBP-2 vy
UPKYyJIAUju HETaTUBHO yTH4e Ha Junuaau npodpun. Ocobe uuja je KOHIEHTpaluja
IGFBP-2 y kpBu ucnon oxapehene rpanuie, nmajy noBehany KOHLIEHTpAIUjy YKYITHHUX
TPHALMIITIIAIEPOJIA, BUIITY BPEIHOCT OJIHOCA YKYITHU Xosectepoi/HDL-xonecrepon, kao u
Behy kounenrpanujy VLDL munomporemna (Ginsberg et al., 2006). V jeanom ox
eKCIiepuMeHara je ucnurad Moryhu ytumnaj noBehaHux KOHIIEHTpalWja TPUaLWITINIEpOIia
M YKYITHOT XOJIeCTepoJIa Ha pacrope]] MoeKyinckux oonuka IGFBP-2, omHOCHO Ha HUXOBY
pellaTUBHY 3acTyIUbeHOCT. YmopeheHu cy cepymu ocoba ca HOpMaTHUM (pedepeHTHUM)
napaMeTpuma JUIOUAHOT cTaTyca M oco0a Koje y MCTO BpeMe MMajy 3HaTHUje moBehany
KOHIIEHTPAIM]y YKYIHUX Tpuanwiariauiepona (>5 mM) wm xomecteposna (>10 mM).
Pacniopen Tpaka mocie mMyHOONO0Ta (M MPETXOMHE eNeKTpodopese MoA HepeayKyjyhum

ycnoBuma) ca aHTu-lIGFBP-2 anTtutenom Ha penpe3eHTaTUBHUM y30pLIMMAa je MPUKa3aH Ha

cimmu 17.

kD
—200

IGFBP-2 wonamexc 1 —*
IGFBP-2 wonamerc 2 —+ — o3
— fif
— 45

[GFBP-2 momonen —
— 31
IGFEP-2 q:uparmem'n( 4 — 21
— 14

a) B)

Cnuxa 17. Pacnionena monekynckux obnuka IGFBP-2 xon: a) pedepentHe u 6) ocobe ca

M3MEHEHUM JIMTTUIHUM CTaTycoM (TToBehaHe KOHIICHTpAIIH]e)
JIeH3UTOMETPHjCKOM aHaJIM30M je YTBpPhEHO Ja He MOCTOjU CTATUCTUYKY 3HAYajHa

pas3jinka I/I3Mehy ABC TPYIIC y30paka, OAHOCHO Ja CC pacClopea U UHTCH3UTCT TpakKa KOjC

nmotuay oa Mosekyinckux obmmka IGFBP-2 He pasnmukyjy 3HauajHO KoJ ocoba ca
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HOPMAJITHUM  JIMIIUJHAM  CTaTycoM W OHMX ca noBehaHMM  KOHIEHTpalHjaMa
TPHALMIITIIAIEPOJIa U XoyecTepoiia. Mako juTeparypHU Tojamnu ykasyjy Aa moBehane
KOHIICHTpALIKj€ JINTIKAa MOTY YTHIIAaTH Ha YyKynHY KoHueHntpauujy IGFBP-2, xoja je y Tom
ciyuyajy cMmamena (Carter et al., 2014), y namem paay TakBa 3aBUCHOCT HHje HaljeHa.
[TomTo cy y oBOM eKkcriepuMeHy KOpWITheHH Y30pIH Y KOjUMa KOHIICHTpaIUje JIUIHIA
HUCcy Oune napactuyHo moBehaHe (OKO JBa MyTa y OAHOCY Ha Topwme pedepeHTHE
BpenHocTH), Moryhe je na ce edexar Ha IGFBP-2 moxe younTn Tek koa 3HATHO Behmx

KOHIICHTpAIIM]a JIITH/IA.

4.1.3.5 UcuurtuBame yTHUIIaja KOHIEHTPpALM]€ TIVKO3€E

3a IGFBP-2 ce 3na nma je y TO3MTHMBHO] KOpeNaluju ca HHCYJIHHCKOM
oceTJpuBOIIhY, OJHOCHO Ja TIOjeIMHIN KOju 00iyjy o aujabereca THMa 2 UMajy CMambeHYy
KOHIICHTpalUjy oBOr MoJsiekyia y uupkynanuju (Frystyk et al., 1999). V cknany ca oBum
ca3zHameM, TI0Ka3aHo je J1a je Kol 1abopaTopujcKUX MHILEBA KOJ KOjUX je TPAHCTCHUM WU
aJICHOBHPYCHUM TexHHKama rmpe-ekcnpumupan IGFBP-2, peha mojaBa wuHCynmmHCKe
HEOCEeTJFMBOCTH U3a3BaHe roauHamMa u ucxpanom (Wheatcroft et al., 2007).

VY HapeIHOM ceTy eKCIIepUMeHaTa ce »JKellelo MCIUTaTh Ja Ju mnoBehaHa
KOHIIEHTpallMja TIJIyKO3e YyTHYe Ha pacmojeny Moiekyilckux obnuka IGFBP-2 vy
nupkynamnuju. Kao KoHTposHH y30pIid, KOpUITheHH Cy cepyMH y KOjuMa j€ KOHIIEHTpaIlfja
TIyKo3e Ouiia y pedepeHTHOM OIICeTy, IOK ce AujadeTU4Ha rpylia cacrojaia oJf cepyma y

KOjUMa je KOHLIEHTpalja IiIyKo3e Ouila 3HaTHO M3HaJ ropme pedepentHe rpanune (> 10

mM).
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IGFBP-2 xomrurescc 1 — — 200
IGFBP-2 xomruexc 2 —» — 98
H — 66

IGFBP-2 moxomep —» — 42
— 31

IGFBP-2 dparmess ( — 21
a) 6) =14

Cmuka 18. Pacmomema wmomnekyinckux ooOmmka IGFBP-2 y pemnpeseHTaTuBHOM: a)

pedepeHTHOM 1 0) Y30pKy AujabeTndapa

Ha crmunum 18 cy mpukasane MMyHOpEaKTHBHE Tpake 3a jeJaH pelpe3eHTaTUBHU
pedepeHTHH y30pak W y30pak jemHor naujabermuapa. Pacmopex Tpaka Ha
elekTpodoperpamy ToKasyje Jga je Opoj Tpaka WHAGHTHYaH y o00a Yy30pKa, a
JeH3UTOMETpHjcka oOpajla HHje yKa3aja Ha CTaTUCTUYKHU 3HauyajHe pas3iiuke usmely nase
rpyne y3opaka (pe3yaTaTH HUCY NpHKa3aHH). Mako nuTepaTypHHU MOJAIM HAaBOJE Ja KOJ
nujabereca THI 2 MOXe J0hu 70 cMamema korneHTpamnuje IGFBP-2, y Hamrem cirydajy To
HUje 3a0enexxeHo. Pa3mor Moxe JiexaTw y CIMYHO] YWECHHIIA Ka0 W KOJ YTHIIAja
JUMUIHOT cTaryca. Hucy Ham OMiiM Mo3HATH MOAALM O JIy)KUHH Tpajama 00JeCTH, HUTH O
cTaaujymy, na je Mmoryhe aa ce yrunaj nujadereca Ha IGFBP-2 ucnospaBa Tek nocie gyxer
Mepruosia M3JI0KEHOCTH OpraHM3Ma BEJIMKHM KOHIIGHTpalujama Tiykoze. Takole,
MAUjeHTH Cy NePUOANYHO Mol 00/FOM U JIOUINJOM KOHTPOJIOM, Te Ou edekar Morao 6UTH

YOUJbHUB TCK IMOCJIC OAYXKCT NIEpHUOJa BaH UK Ca CMAalbbCHOM KOHTPOJIOM.

4.1.3.6 YTuiaj nporeasa

IGFBP-2 momexe mpoTeonusn o/ cTpaHe KPBHUX M TKHBHHX IpOTEasa, YnMe Cce
cmamyje mwero apunurer 3a IGF mentunme. McrpaxkuBamwa cy mokaszaiga Jga je KoJ

nopemehaja TKMBHE XoMeocTasze, Kao y Cilydajy Tymopa, noBehaHa cuHTe3a mpoTease
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KojuMa Tymopcke hemuje cebu o00e30el)yjy CeleKTUBHY NPEIHOCT Y MPEKUBIbABAY
(Koblinski et al., 2000). Y nHapemHoM eKCIIEPUMEHTY C€ JKEIeI0 WCIHUTATH Ja JH Yy
TyMOpCKH n3MemeHnM crambruma |GFBP-2 monnexxe nmosehanoj mporeonusu u 1a nu ce Ha
Taj HAYMH MEHa Pacrojesia MOJEKYJICKUX O0JIMKa y IHUPKYJIAuju. Y KOHTPOIJIHE cepyMme
3lIpaBUX ocoba M cepyMme MalnujeHara o0ojenIux o] Tymopa naedesor IpeBa, gojaara je
onpehena konmunHa er3oreHor |GFBP-2 (pekoMOMHAHTHOT XyMaHOT), TaKO Ja j€ Herona
KOHIIEHTpallMja 3HauajHO MpeBa3mwia3mia (pu3noaomKy (HEKOJIUKO JECeTHHA myTa). Tume
je nmonumreH edexat npucycrsa enaorenor IGFBP-2 y cepymy u Morio ce cmarparu jaa
npoTease Jenyjy Ha ucty konuentpauujy IGFBP-2. ¥V oBoM ekcriepuMeHTY je HCIUTHBaHA
aktuBHocT MMP-7 mpotease, 3a kojy je mo3HaTo aa cneuuduuno genyje Ha IGFBP-2 y
TKHBY Ko Tymopa zaeOenor mpesa (Miyamoto et al., 2007). Vpahena je enexrpodopesa,
Tpancdep mporenHa U umyHoOmor ca aHTU-IGFBP-2  amturenom. JloOujeHu

(penpe3eHTaTUBHH) PE3yATaTH JaTH ¢y Ha ciauim 19,

IGFBP-2 monomep —>

IGFBP-2 ¢ parme uTH (

Cmuka 19. HmynoGnotr ca antu-lIGFBP-2 antutenoMm, koju mpukasyje pacrnoaeny
Mmonekynckux obmuka IGFBP-2; 1: monasHu cepym 3xapaBe ocobe, 2! Moja3HU CepyM
ManujeHTa ca TyMopoM je0enor 1mpeBa, 3: cepyM 3IpaBe o0co0e ca JJ0JaTuM
pexomOuaanTHUM IGFBP-2 1 4: cepym narujenTa ca TyMopoM jiederior 1peBa ca J0JaTHM

IGFBP-2
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Ha cnumm ce Moxe 3ama3urtu Jia ce y CepyMy pa3jiMKyjy TpU CTaHAapAHE TpyIe
MOJICKYJICKUX Tpaka (Komruiekcu, MoHoMmep u ¢parmentu IGFBP-2). Ono mito pasnukyje
TYMOPCKH Y30paK O]l 37paBor je moBehaH MHTEH3UTET Tpaka Koje MoTudy oA (parMeHara.
JlutepatypHo je Beh mokazano na je konnenrpanuja IGFBP-2 y kpBu Beha ko marujeHata
ca TyMOpoM Jje0esor IpeBa, INITO MOXE OHWTH TOcCieauna MoBehaHe CHHTE3e OBOT
MPOTEHHA, IICHTPATHO, Y jeTPH, WU JIOKAIHO, Y MAaJIUTHO TpaHcopmucanum henujama
(Mishra et al., 1998). Takohe je nurepaTypHO HaBeAcHO M Ja je Beha KOHIICHTpaluja
¢bparmenara y kpBu oBux mnanujeHara (Michell et al., 1997), mro moxe OutH mocieaniia
noBehaHe MPOM3BOIHC M/WIM AaKTUBHOCTH MpOTea3a KoJ Tymopa. Y ciyuajy noBehane
aKTUBHOCTH MpOTEa3a, OYEKMBAIM OM WHTEH3UBHHU]Y (parMeHTanujy peKOMOHMHAHTHOT
IGFBP-2 y cepymy mamujeHTta ca TyMOpoM jAeOesior mpeBa, Hero y cepymy 31pase ocobe.
AHamM30M WHTEH3WTETa Tpaka Ha MMYHOOJIOTY TO HHj€ MOIJIO Ja C€ MOTBPIH, OJHOCHO
Mako je, Mox/a, mopehana nmpoTeazHa aKTUBHOCT y cepyMy, oHa HHUje nupektHo IGFBP-2

cnenuduyHa.

4.1.4 UcniuTuBame nocrojama ochopusioanor odoanka IGFBP-2

IGFBP-2 ce cmarpa mnpocTuM MpOTEMHOM KOjU ce He Moau(puKyje mocT-
tpancnammono (Collett-Solberg & Cohen, 1996). Melytum, Mojekyn y OpUMapHO]
CTPYKTYpHU CaJpXu ocTaTke cepuHa (Ser), Koju Mory OWTH MOTCHIHMjalHA MecTa
¢dochopunoBama. Dochopunopame, UHaUe, MpeAcCTaBba HAUUH PEryialije aKTUBHOCTH
npoTenHa u Moryhe Jia je ykiby4eHo U y perynanujy aktuBHoctd |IGFBP-2. IGFBP-1, koju
je mo ctpykrypu cnumdad IGFBP-2, momnexe dhocdopruioBamy Ha BUIIE MECTa, IITO yTHYE
Ha weroB apunautet 3a IGF mentune (Clemmons, 1994).

Metonom MaceHe crekTpoMeTpuje je mnokazaHo naa |IGFBP-2 wmoxe Ourtn

dbocdopuoBaH Ha OCTaTKy Sert®

(Graham et al., 2007), anmu Huje TO3HATO Ha KOju OU
HayuH Ta MoAu(UKaIfja MOrja YTUIIATH Ha FHETOBY aKTUBHOCT. Y OBO] JHCEpPTalUjH je
UCIIUTAHO MIPUCYCTBO docho-IGFBP-2 HaKOH M30JI0Bamba MpOTEenHa

UMYHOIIPEIMITUTALN]OM H3 CepyMa, ca aHTH-(POCHOCEPUHCKHM aHTUTEIOM (Kao KOHTpOJa
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je xopumiheH y3opak myHor cepyma). Ilpema nexmapanuju mpom3sBolhada, aHTHUTENIO je€

MTOJIMKJIOHCKO, Mperno3Haje camo dochocepuH u He pearyje ca pochoTupo3nHoOM.

kDa

IGFBP-2 xonmmers | —s — 200
IGFBP-2 ponmnerc 2 —» — OF
— ff

IGFBP-2 mMoHOmMep —> - -’-;51
— 21

IGFBP-2 q:npaIMEHTH( — 14

Cnuxa 20. Wmynob6nor IGFBP-2 monekynckux oOnuka: a) wusonoBaHor IGFBP-2 u

MMYHOOJIOT pOTEenHa Koju cajpxe dhocdocepun: 6) y cepyMmy u B) y uzonosanoM [GFBP-2

Ha commm 20 cy enekrpodoperpamu IGFBP-2 numyHonpennnuTara u cepyma, Koju
Cy MHKyOMpaHM ca aHTH-(pococepuHcKkuM aHTUTENOoM. Kao mokasaresb mosokaja Tpake
koja 6u oxarosapana IGFBP-2 monomepy xopumhen je IGFBP-2 umyHonpeuumnurar ca
antu-1GFBP-2 anTuTeNnom.

Kao miro cnuka nokasyje, MeMOpaHa ca IpoTeMHIUMAa KOHTPOJIHOT cepyma jaje Behu
Opoj Tpaka y cCkiIagy ca pacrnopeqoM QocdonporenHa y cepymy, JOK Ce€ aHTH-
dbocdocepHCKO aHTHUTENO Be3dyje 3a MeMOpaHy Ha Kojoj ce Hamazu |IGFBP-2
MMYHOIIPEIIMITUTAT Ha T0JI0Xa]jy KOju He oaroBapa MoHoMmepy IGFBP-2. Y oBom MoMeHTY
ce He MOJKe TIPOIICHUTH Jia JIM je y MHTamky WHTepakiuja ca napyrum obmmnnma |IGFBP-2
(IuMepoM MM HM3MEHEHUM MOHOMEpoM?), WIM je ped O Hecneuu(uyHO] MHTEpaKLUjU
ycaen mpucyctBa crnopenHux mnportenHa y IGFBP-2 wusonary. Kao umyHoren koju je
KOpUIITNEH y MPO3BOJbU aHTUTENa (IpeMa JeKjIapanuju mpousBohada) ymorpedsbeH je
roehu anbymuH Be3aH 3a pochopuiioBaHu TPAHCIIOPTHU MPOTEUH, T je MOoryha n3BecHa
YHAaKpCHAa PEaKTHBHOCT ca aJOYMHHOM KOjH C€ MOKE HAJIa3UTH y UMYHOTIPEIHIUTATY. Y
CBaKOM CJIy4ajy, HHje JOKa3aHO TMocTojame (ocdopmioBanor moHomepa IGFBP-2 y

CCPyMYy, KOpI/ICTChI/I METOoyY I/IMYHO6J'IOTEI N HaBCACHUX aHTHUTCIIA.
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4.2 N30s10Bambe M pa3iBajame MoJieKyJckux oouanka |GFBP-2

Ha 6u ce nojequHaunn obnuim IGFBP-2 mornm mpoydutu, OWIo je HEONMXOMHO
Pa3BUTH METOJY HHUXOBOT pa3jBajama. McnpobaHo je BuIle TeXHHMKA, O Kojuma he OuTH

pedu y HapeHUM I0IJIaBJbUMA.

4.2.1 MoJaexyJjcka puarpaumja

Mornekyicka ¢GuiTpanyja mpeacTaBba METOA KOJHM CE€ CMeIla MPOTCHHA pa3/Baja
Ha OCHOBY MOJIEKYJICKHX Maca. llogpazymeBa mpona3ak NPOTEMHCKOT Y30pKa Kpo3
HaMeHCcKe ¢uiTepe ca MeMOpaHama Koje MPOIYINTajy, OJAHOCHO 3aJp>KaBajy MOJEKyIe
onpehennx maca. Y OBOM €KCIEpUMEHTY KopuitheHu cy (uitepu KOju MPOIYIITa]y
Mouekyine maca Mawux o 100, 50, 30 u 10 kDa, a nponymrame je u3BeAeHO Kopuctehu
neHTpudyrandy cuiry. [lomazHu y3opak je CyKIECHMBHO MPOIYIITaH Kpo3 duirepe (1oveB
on 100 kDa), a ¢untpar nobujen kopuiihemem mMeMOpane ca Behum mopama je nasbe
¢untpupan Ha cienehoj memOpanu ca MambUM nopama. CBpxa OBOT' €KCIIEpUMEHTa je Ouiia
Jla UCIIUTA Y KOM CTEeNeHy ce MOTY pa3BojuTu Mojekyiacku oomuuu IGFBP-2 qupextHo u3
cepyma. Ilocne wHepenykyjyhe SDS enekrpodopese ypahen je wuMyHOONOT ca
anTu-IGFBP-2 anTutenuma. Ha ciuiu 21 je mpuka3zaH UMYHOOJIOT TIPOTEHHCKUX (ppakiimja
3aJpKaHUX Ha MeMOpaHama (peTeHaTn).

Kao mto ce ca cnuke Buau, ckopo nenokymau IGFBP-2 je 3anpkan Ha ¢unrepy
Koju Tporyta MoJiekyie maca Mamux o1 100 kDa. Ha ¢untepy on 50 kDa 3anpxan je u
youJbUB OO caMO KOMIUIEKC, a y (unTpary mociie oBe MeMOpaHe BUIIIE HUj€ I€TEKTOBaHA

IGFBP-2 umyHOpekaTuBHOCT.
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100 50 30 10 KDa

— 200
IGFBP-2 xomrutexc —» -
— 98

IGFBP-2 moHOMeED — =31

L — 14

Cmuka 21. Jlerexknuja monekyinckux obmuka IGFBP-2 y peremaruma cepyma ca

MoJIeKyJIckux punrtepa paznuuute npomycHe mohu (100, 50, 30 u 10 kDa)

JloOujeHn pe3ynTatd HUCY OWJIM y CKJIaay ca OYCKHMBAHUM (IIpeMa JeKJIapariju
npousBohaua ¢punrepa). [lomro je MemOpaHa, Koja je Tpebana Jaa 3aJp KU caMO MPOTCHHE
maca Behux ox 100 kDa, 3aapxarna u Majie MOJICKYiie, MOTJIO OU Ce MPETHOCTABUTH 1a CY

rope oBe MeMOpaHe Ouiie Mambe O] HaBeICHUX.
4.2.2 UmyHoa(uHuTEeTHA XpOoMaTorpaduja

Jenan oJl HauMHa M30JI0Bama XEJbEHUX MOJIEKyla U3 CMElIe je MyTeM HUXOBE
cnenuduuHe WHTEpaAKIMje ca aHTUTEIMMa MMOOWIN30BaHUM Ha ojapeheHy uBpcTy (da3y.
Jenna op TakBUX MeTojna je MMyHoaUHMTETHa XpomMartorpaduja. VY HapeIHOM
eKCIIEpUMEHTY je KopulltheH UMyHOapUHUTETHH MaTPUKC 3a KOora cy Ouia Be3aHa aHTUTeNa
KOja Mpero3Hajy jellaHaecT Haj3acTyIJbeHUjUX NMPOTEHUHa y cepyMy (BUAETH Y OJEJbKY
Marepwujanu u MeToze, noraasibe 3.11). Mely Tum anturennma auje 6wro antu-IGFBP-2
aHTHTEJO, IITO je OMOTYNHJIO UCTIMTHUBAaKkE Ja TN 1mocToje Komiuiekcu usMely IGFBP-2 u
HEKOT O] IPOTEHHA 3a Kora MocToje MMOOMIn30BaHa anTtuTena. OBUM €KCIIEPUMEHTOM Ce
xKenena ynosHatu npupozga kommiekca IGFBP-2, koju ce Ha nuMyHOO70TY 1MOjaBibyjy Ha
BelMKMM Macama. CrenupudHO eTyupaHd ¥ HEBE3aHW NPOTEHHU Cy aHaJIH3UpaHu
MeToAoM uMyHOONoTa ca aHTH-IGFBP-2 anturenom. Ha cnumm 22 je mpukazaH 1o0ujeHn

npo U IPOTEUHCKUX TPaKa.
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IGFBP-2 xonmnexc 1-+ —
IGFBP-2 xonmnexc 2 -

IGFBP-2 mMoHOMEp —

IGFBP-2 pparmenn(y) —+

Cnuka 22. WmynoOnor monekyinckux oOiuka IGFBP-2 neBesane (H) u Besane (B)

¢bpaxuje enyupane ca |AC konone

Mebhy npoTenHrnMa Be3aHMM 3a MAaTPUKC JCTEKTOBAHE Cy TPU MMYHOPEAKTHBHE
Tpake: Tpaka maca ox 31 m 45 kDa, xoja oaroBapa monomepy IGFBP-2 u nBe Tpake Ha
macama Behum on 100 kDa. Micti npoTenHu Cy yOUeHH U Y HeBe3aHO] (pakiuju, 3ajeHo
ca gparmentuma Maca usmel)y 21 u 31 kDa, ka0 1 UMyHOpeakTHBHa BpCcTa Mace OKO 66
kDa. Pe3ynratu OBOT eKCIIEpUMEHTa Cy MOTBPAMIM 3aKJbydaK Jla TOCTOj€ KOMILICKCH
IGFBP-2 ca npyrum mporenHom u3 kpBu. [lomTo ce y Be3aHO] (pakuuju HHUCY YOUHIIH
¢parmeHTH, Morjgo OM ce 3ak/byuuTu Ja BesuBame |GFBP-2 3a apyru monekyn y

nupkynanuju uma Gyskuujy 3amrure |IGFBP-2 ox mpoteasa, u mocneanyHe pasrpaimne.

4.2.3 UmyHONIpeuMnuTALMja

WmyHonpenunranyja je Meroga Koja TNOApasyMeBa TaJOXKeHkEe aHTUICHA W3
pacTBopa KopHuIilhemheM aHTUTElNa, BE3aHOT 3a UBPCTU Hocad. Mneja je 6una na ce ucnura
MoryhHoCcT mudepeHmujamHor pa3asajama dopmu IGFBP-2 (ykonmko 6u antH-IGFBP-2
AQHTHUTEJIO TPETMO3HABAIO0 EMUTONE CaMO Ha HEKUM OOJIMIIMMA, HE W HA CBUM). Y J€THOM O]
eKCIiepUMeHaTa, Ha KOMEpLMjaJHH TNpEeaKkTUBHPAHH MaTpUKC je Be3zaHo aHTU-IGFBP-2

aHTUTEJIO M HaHET je y3opak cepyMma. HakoH nMyHompenunuraiuje, exyupaHi cy Be3aHH
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nporerHu u ypahen je umyHoO0T ca antu-IGFBP-2 antutenom. Ilporenncku npodui je

MpHKa3aH Ha ciuiy 23.

kDa

IGFBP-2 xonminere 1 — — 200

IGFBP-2 ponrmnerc 2 —s o _ 08

— 66
— 45
IGFBP-2 MoHOMED =
— 31
— 11
IGFBP-2 ¢parnicHn 1) — — 14

Crnuxka 23. UmynoOnot monekynckux obnuka IGFBP-2 y enyary ca marpukca Ha KOMeE je

nmoomimzoano antu-IGFBP-2 antureno

Kao mTo ce ca cinke Mo)ke BUJIETH, ca MaTpHUKca cy enyupanu komiuiekcu IGFBP-
2 ca HEKUM MOJeKyJIoM(MMa) U3 LupKynanuje, MoHoMep U (parment(u). [Ipema Tome,
MMYHOIIPELIMITUTALIM]OM HUCY M30510BaHU caMo MoHoMepHU IGFBP-2, Beh u npyru o6nunu
y KojuMa ce Hanasu. J[pyrum peunma, cBu Mosekyicku oomumu IGFBP-2 koju ce nanaze y

KpBU MMajy €MUTOIE Koje peno3Haje kopuithenu npenapar antu-lGFBP-2 anturena.

4.2.4 JlekTuHCKA XpomaTorpaguja

VY mupkynanuju ce Hauasu BeNTUKU Opoj MIMKONPOTEHHA M MOCTOju MOTYhHOCT na
IGFBP-2 rpaau koMIIieKe ca HEKUM OJ1 BbUX. YKOJIUKO O TO OUO ciiydaj, OH OU ce 3ajeTHO
ca TJIMKOTIPOTEMHOM B€3a0 3a MMOOWIJIM30BAaHU JIEKTUH KOjU je crneruduyad 3a oapeheHu
VIJb€HH XHWApaT Ha TOBPIIMHH TIMKomnporenHa (moxcehama pamm, IGFBP-2 numje
IJIMKO3WIOBaH). Y HapeJHOM eKCIepUMEHTy cy KopullheHe KOJIOHE ca IeT BpcTa
MMOOWIIN30BaHUX JIEKTUHA, ca aUHUTETOM 3a Pa3UYUTEe YrJbeHe Xujapare (BUAETH Y

oJleJbKy Matepujann u Metojie, moriasibe 3.12). Ha \mux cy HaHOIIEHHW y30plH cepyma, a
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eJIyUpaHy IPOTEUHH Cy MOJBPTHYTH UMYHOOIOTY ca aHTH-IGFBP-2 anturenom. Pesynratu

UMYHOOJIOTa Cy MpUKa3aHU HA CIUIN 24.

kDa

—200
— 98
=466
— 45

IGFBP-2 KOMILTEKCH

IGFBP-2 MOHOMEp —>

=31
IGFBP-2 ¢parmeHtT —
sl

IGFBP-2 ¢pparMeHT — — 14

Cmuka 24. IGFBP-2 wumyHOONOT (paknuja mnpoTenHa eIyHpaHUX ca  KOJOHA

umoboumzoBanux jgekruHa: SNA (1), ConA (2), RCA-I (3), LCA (4) u PHA-E (5)

[Mpema npuka3zanuMm pesynratuma, cBux et Jiektuaa: SNA, ConA, RCA-I, LCA u
PHA-E, unTeparyjy ca TJIMKONPOTEMHOM WIJIM TJIUKONPOTEMHHMa KOjU 3a cebe Be3yjy
IGFBP-2. Ha ciiunu 24, y3opuu 1 u 2 cy enyaTtu ca KojoHa Ha KOjUMa Cy UMOOHIIN30BaHU
SNA, onnocao COnA, koju ocuM MoHoMmepHor obnuka IGFBP-2, cagpxke xommiexce
IGFBP-2, kao u TparoBe ¢parmenata. @pakimuje eyrupaHe ca OCTAIHX JICKTUHA caJipiKajie
cy monomep |IGFBP-2 u Tparose xomiiekca u ¢pparmenara. Pesynratu oBor ekcriepuMeHTa

cy notBpauu aa IGFBP-2 rpanu xoMiiekce ca rimMKonpoTenHuMa.
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4.3 Kapakrepuszauuja IGFBP-2/02M kommiekca

4.3.1 Ierekuuja IGFBP-2/02M kommiekca

Ananmza uMyHOOJIOTOBa enyara JAOOMjeHUX HMMYHOA(QHHUTETHOM M JICKTHHCKOM
xpoMarorpadujomM, Kao W HMYHONPCUMITMTAIIMjOM, YyKa3dyje Ha I0CTOjalke KOMIUIEKCa
IGFBP-2 maca oko u wu3nHam 100 kDa, a maptHepm y rpahemy KomIuiekca cy
rnukonporennu. [loznaro je ma IGFBP-1, koju je ctpykrypuu xomomnor IGFBP-2, rpaau
KOMIUICKCE ca anda-2-MakporinooyinuaoM (62M), Tako Ja je OWII0 JOTUYHO MPETIOCTABUTH
na 1o moxe u IGFBP-2. Takohe, mosnato je na IGFBP-3 rpamu kommuiekce ca
tpanchepunom (Td) (Weinzimer et al., 2001), ma 6u u OH Morao OWTH HapTHEp 3a
kommuiekce IGFBP-2. U 02M u T¢ cy ramko3wioBaHH, a aHTHTENa CIpaM OBa JBa
npoTenHa cy Ouia Mel)y UMOOMIM30BaHUM aHTUTEIMMA HA UMYyHOA(DUHUTETHO] KoJIoHH. [la
6u ce nposepuiio na a1 |IGFBP-2 rpaagu koMiieke ca HEeKUM O] OBa JiBa MPOTEUHA, ypaheH
je umynoOnor |IGFBP-2 wumyHnompeuumnurara ca aHTtu-02M u aHTH-TQ aHTUTEIOM.
Pesynratu cy mokasaiu J1la UMYHOPEAKTHBHOCT IOCTOJU CaMoO ca aHTU-02M aHTHTEIOM
(cmuka 25). V cinenehem kopaky cy y30pLu cepyma MOIBPIHYTH UMYHOITPELMITHTAIIMU Cca
MMOOUIIN30BaHUM aHTH-02M aHTUTENIOM, a eyaT j€ aHaJu3upaH UMYHOOJOTOM ca aHTH-
IGFBP-2 u anTu-02M antutenom. Pesynratu cy mpuka3zanu Ha ciuim 25.

Kao mto ce ca ciuke Buau, aHtH-IGFBP-2 anTuTeno je mpemosHano enyupaHe
nporerHe ca aHTH-02M wmarpukca (cimka 25B) W 0OpHyTO, aHTH-02M aHTHUTENO je
nperno3Haio enyupane nporenne ca aHTu-lGFBP-2 marpukca (cnuka 25e¢). Pesynraru
UMYHOOJIOTa Cy MOTBPAMIHM Ja Cy AQHTUTENA IMOCPEIHO TPETO3Hana MOJIEKYNle, TpPEeKo

MpOTEeHHA-TIapTHepa 3a KOju Ce Be3yjy.
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kDa

-200- § - «— 02M numep/TeTpamep
<— 02M MoHOMED

- 98 -

- 66 - -

IGFBP-2 moHOMEp —> | . . - 45-

21 -
- - 14-

a) 6) B) r) n b)) e

Cnuka 25. UmynoOmor ca antu-IGFBP-2 antutenom (a-r) u antu-o2M antuTenoMm (1-¢)
y30paka O0OHjeHUX WMYHONPELUUIIUTAIUjOM cepyMma KopucTtehn MMOOMIN30BaHO aHTH-
IGFBP-2 antuteno (r u e), antu-Td antuteno (6) u antu-o2M antuteno (B u hy). Yzopuu

a) U 1) Cy MOJa3HU CePyMH

3aHUMJBMBO j€ J1a je UHTEeH3UTET Tpake Koja oarosapa Monomepy IGFBP-2 y y3opky
eJlyupaHoM ca aHTU-02M MaTpukca, a MOTOM MHKyOupaHoMm y aHTu-lIGFBP-2 anTureny,
jaum o Tpake W3 y3opka emyupaHor ca antu-lIGFBP-2 wmarpukca, 10K je WHTEH3UTET
¢dbparmenarta ocrao uctu. Jeman ona pasyora Ou morao OuTH na ce 3a aHTH-02M cMmoiy
Bezano Buine IGFBP-2, nero mro ce Be3ano 3a antu-IGFBP-2 cmomy, 300or 3HaTtHO Behe
KoHIeHTpanuje 02M y tmpkynauuju ox IGFBP-2 (oxo 500-1000 myra) (Sheikh et al.,
2003; Fukushima & Kataoka, 2007). HapaBHo, He Tpeba H3ryOUTH U3 BH/A /1A j& aBHIUTET
OBa JIBa aHTHTeNa pa3nuduT. Mako cy oba aHTMTena, mpeMa AeKapaliju mpous3Bohaua,
npeaBuheHa 3a UMyHOOJIOT U 32 IMOOMIIM3AIIH]y, TO3HATO je J1a €(pUKACHOCT aHTHUTENA HUje
UCTa Yy pa3auuuTUM MerogamMa. OHO INTO ce MOXe 3akbyuuTu (He 3amasehu y
KBaHTHTAaTUBHE e(dekTe) je ma ce 3a a2M Besyje nperesxxao MoHomep IGFBP-2, mTo je y
CKJIaTy ca pe3yaTaTuMa uMmyHoaduHHUTETHE Xpomarorpaduje (mornasibe 4.2.2). U3 cnuke
UMyHOOIOTa ca aHTH-02M aHTUTeNnoM enyara ca aHTH-IGFBP-2 marpukca (cnuka 25¢) ce

BUJIM caMo jeaHa Tpaka (Ha macu npeko 200 kDa) koja BepoBaTHO 0AroBapa TeTpaMepHOM
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Mosiekyiry 02M. 13 tora 6u ce Morio 3akJbyduTH Ja ¢pparMeHTH o2M He rpaje KOMIUICKCe
ca IGFBP-2.

[TocraBiba ce nmurame koja Ou Owmia GpyHkmuja BesuBama |GFBP-2 3a a2M. 3na ce
na je 02M ommTH WHXHOUTOp TMpoTea3a W Ja INTUTH MOJEKylle W3 IUPKyJaIje O]
bUXOBOT [IejCTBA, IMOCEOHO Yy YCIOBMMAa Kaja je MPOHM3BOJHA MPOTEOJMTHYKUX ESH3MMa
noBehaHa, Kao KOJ akyTHHX ITOBpe/a TKUBA WM jaKOTI 3amajbeHcKor mporeca (Heumann et
al., 1988). YV oBum curyanujama je Baxuo na IGFBP-2 ocrane 1enoBuT 10 MecTa moBpeJe,
kao npenocwian IGF nmentuaa koju umajy 3anenuresbeko aejctBo. BesuBame IGFBP-2 3a
02M o06e30elhyje 3amTuTy o MpPOTEOIU3e, alld M YCMEPEHO KpeTame 10 MecTa Ha Koja He
6u cturao camocranno. Hanme, kaja 3a ceGe Bexe MmpoTeasy Win HEKH APYTrH Jurani, o2M
MoJiie)ke KOH(OPMAIIMOHO] MPOMEHM Koja My omoryhaBa Ja ce Bexe 3a CheruguvHe
perieniTope Ha oBpiIHA henuja (YrilaBHOM XemaronuTa, any u Gpudpobiacrta, aaumonuTa,
MmoHormrTa, makpodara) (Travis & Salvesen,1983; Bond et al., 2007; Armstrong, 2010).
Monexyny IGFBP-2 (koju moxxe Hocutu IGF nentun) y kommiekcy ca 02M omoryheH je
Joa3ak A0 mospimHEe henmuje rae ce mory Hanmasutd uHTerpuHu u IGF penenropu, wmm
yak M yna3ak y henujy, NIyTeM €HJOIMTO3€, U EBEHTYaJIHO [I€JCTBO Yy IEHO]
YHYTPAIIKOCTU. Y OBOj AUCEPTAIMjH je MPBH IMYT J0Ka3aHO MOCTOjamhe KOMIUIeKca nu3Mehy
IGFBP-2 u 02M, anu je MHOro ImUTama Ha Koja joll yBeK HeMa oArosopa. Ha mpumep, 3a
koju 06muk 02M ce Besyje IGFBP-2, na nmu 3a T3B. ”cniopu”, 3a KOju HHje Be3aHa MpOTeasa,
WM 3a ’Op3u” 3a Koju je oHa Be3aHa (moriasibe 2.4.3.2)? [la mu ce Be3nBameM MpoTease 3a
a2M ¢dopmupa BesuBHo Mecto 3a |IGFBP-2? Wnm cy oBa aBa Mojekyia aloCTepHH

unxuburopu? Ha kpajy, mra peryauie ornymramwe |GF nentuaa n3 kommiekca?

4.3.2 MoaexyJcku ooauuu |GFBP-2/02M kommiekca

Anda-2-MakporIo0yJIMH je 10 CBOjOj CTPYKTYPH XOMOTEeTpaMep MOJICKYJICKE Mace

oko 720 kDa, umja je ocHOBHA yjora Ja IITUTH JAPYre MOJCKYJC Yy MHUPKYJIAHjH O]

ACJIOBamba MpoTCasa, TUME LITO I/IHTCpaFy_je ca CaMHuM IIpoT€a3daMa U CTCPHO HX I/IHXI/I6I/Ipa

(Khan & Khan, 2004; Lin et al., 2012). Ocum TOra, MOKa3aHO je Ja MOXE TPATUTH
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KOMILJIEKCE ¥ Ca JPYTUM MOJIEKYJIMMA U3 HUPKYJIaluje, KOHTPOIUIIYhH BUXOBY aKTUBHOCT
(Peslova et al., 2009; Bowers et al., 2012; Birkenmeier et al., 1998). Kao mTo cy
MPETXOAHN EKCIIEPUMEHTH IMoKa3anu, oH Moxxe Be3aTn u IGFBP-2 u, BepoBarHo, yrumaru
Ha HETOBY CYIOMHY Y IIUPKYJIAUjH U TKUBHY AUCTPUOYIH]Y.

Anda-2-makpornoOynuH ce cmaTtpa ,,JUMEpOM JuMepa’ KOjU C€ cacTOju O] Tapa
UJCHTUYHX IOJjeIMHUIIA CIOjeHUX IUCYyI(UIHMM Be3ama, a JBa TakBa JAuUMeEpa cy
HEKOBAJIECHTHO crojeHa y uemoutu mousiekyn (Wyatt et al., 2012). Ilpu penykyjyhum
ycioBuMa enekTpodopese A0Nasw 0 AMCONMjaldje TeTpaMepa y CMEIly HETOTIIYHO
pEyKOBaHUX TEpaMEpPHUX, AUMEPHUX U MOHOMEPHHUX (OPMH, ILUTO CE U MOXKE BHJIETH Ha

ciunu 26. Ilopen oBux Monekysna, mpucyTat je u Behu 0poj pparmenara.

kDa kD
u2M mepTeTpanep — - IGFBP-2 xopmonexe 1 — g — 200
SLT .
02M wosoMep — Y o8 IGFBP-7 xommmteee 2 — B _ o
— 6 — fif
— 45 IGFEP-2 MOHOMED —» ‘ -
| _ 3 — 31
— ; - — 2l
N IGFBP-2 dparniesn ) { o_

a) b

Cnuka 26. Umyno650T a) 02M u 0) IGFBP-2 nmyHOpeakTUBHHX BpCTa y cepymy

JIBe ropme Tpake Ha ciuiy 26a MpeAcTaBibajy MOHOMEpHE/TMMepHe/TeTpaMepHe
obnuke 02M, Kao U BUXOBE KOMIUIEKCE ca MMM MOJIEKYJIUMa, 0K ce Ha ciuiy 260 Buae
komruiekcu koje IGFBP-2 rpamu ca muma. Ilonoxaju Tpaka Ha JBa MMyHOOJIOTa ce HE
MOKJIanajy MoTHyHO, 300T pa3iuKke y yMpekewy KopHIIheHuX rejoBa. Y IuJby OoJber
pasnBajama MpoTenHa, eaeKkTpodopesa 3a anTu-02M nmyHoOI0T pahena Ha 8 % remy, 0K
je enextpodopesa 3a antu-lIGFBP-2 numyno6m0T pahena na 10 % reny. Pesynratu nokasyjy
Jla TUCOCOBAHU M PEAYKOBaHM OOJIUIM (AMMEPU/MOHOMEPH) MOTY TPaJUTH KOMIUIEKCE ca
IGFBP-2, 1j. acocoBame MOHOMEpa y TeTpamep HHje HYXHO 3a uHTepaknujy ca |IGFBP-2.
Octaje Hemo3Hara cTexuomerpuja BesuBama |IGFBP-2 3a 02M, omHOCHO Ja 7M1 CcBaka

noJjjeAMHUIIa MoXe 3a cebe Besatn jenaH Monekyn IGFBP-2, u npa nu mocroju
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koonepatuBHU edekar kana ce |IGFBP-2 Besyje 3a rerpamepHu Mosiekyil. Jpyrum peunma,
b b 2 2

na s BesuBame |GFBP-2 3a jenmHy momjenuHuily “ojlakiiaBa” BE3WBamkEe 3a OCTalle,

OJHOCHO 11a 1 noBehaBa wuxoB apuHuTeT. BesuBame no jeanor monekyna IGFBP-2 3a

CBaKu MOHOMEp 02M O MOryio 006jaCHUTH UHTEH3UBHY Tpaky 3a MoHoMep |GFBP-2 nakon

HMYHOIIPEIHITUTAIIN]€ ca aHTH-02M aHTHTeNIOM (Ciiika 258).

433 Yrunaj pa3iMuuTHX YMHWIana Ha dopmupame |IGFBP-2/a2M

KOMIIJIEKCa

4.3.3.1 Yrunaj konuenrpauuje IGFBP-2 u 02M

Ykomuko 6u ce popmupame komruiekca IGFBP-2/02M oaurpaBaio mo XeMujCKHM
3akoHUMa, OHJIa Ou koHueHtpanuja |IGFBP-2 yTtumana Ha KOHIEHTpalUjy HHUXOBOT
koMmIuiekca. Konnenrpamnuja a2M y oBOM cilydajy He OUM MMalia BEIMKH yTUIaj, TIOMITO je
1o xubaay nyrta Beha ox xonunentpanuje |IGFBP-2, Tako na u penatuBHO Benuke npoMeHe
He Ou Mopase yTHIaTH Ha KOJIMYMHY Harpal)eHOr Komruiekca (JIMTaH7 KOTa UMa Mambe
JIMKTUpa TMHAMUKY UHTepakije). Teopujcku, ca mosehameM koHieHTpaiumje IGFBP-2 6u
ce ouekuBaso Ja ce noseha konnenrpanuja IGFBP-2/02M kommiekca u o6puyto. To 6u
MOXa OMO citydaj y in Vitro ycioBuMa rie ce MOJIEKYJIH MMOHAIIA]y 110 YUCTO XEMHUjCKUM
3aKOHUMa, Mel)yTUM y opraHu3mMy MHOTO (pakTopa MOXKe YTHIIATH Ha paBHOTEXY. Hamm
pesynratu  onapehuBama konmnenrpamuje IGFBP-2 ELISA Tectom wu  pesynrarm
UMyHOOJIOTa YyKa3yjy Ha Jucrpornopuujy wusMmely yKynHe KOHLEHTpaluje, yaesna
MoHoMepa u komiiekca IGFBP-2/02M y nupkynanuju namnyjeara ca TyMOpoM Jiebesnor
npea. Kox oBMX mammjeHaTa je KOHIEHTpamuja yKymHOr u MoHomepHor IGFBP-2

nosehana, a kounenrpanuja IGFBP-2/a2M komrutekca cmamena (Taberna 5 u cimka 27).
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Tabena 5. Kouuentpauuja IGFBP-2 (ogpehena ELISA Tectom) u penaTuBHa
3aCTYMJBEHOCT MOHOMEpa, pparMeHara U Komiuiekca (oapeheHa AeH3UTOMETPU]CKH HaKOH

UMYHOOJIOTA) Y CepyMy 3[IpaBUX JbYAH U TaIMjeHaTa 000JIeIuX 01 TyMopa Ae0eror 1pesa,

M3paXKECHH Kao CPeiha BPEIHOCT Ca CTAHAPITHOM JIEBU]jaIl]OM

3apaBu IMauujenTn ca TyMmopom
JbYIH aedeJior 1[peBa
n=42 n=29
Konuentpanuja 12+8 28 + 10
IGFBP-2 (nM)*
Monomep IGFBP-2 796 + 132 1087 + 79"
(ADU)®
®parment IGFBP-2 494 + 84 982 +191°
(ADU)®
IGFBP-2/02M 342 + 54 136 + 54

kommiexcn (ADU)°
“ELISA, “0Oensumomempuja naxown umyno6ioma

*
Cmamucmuuku snauajne paziuxe (Cmyoenmog m-mecm, p<0,05)

kDa

IGFBP-2 opmomexc 1 — —200
IGFBP-2 wommmers 2 —»

— Q3

— fif

— 45

[GFBP-2 mogonep —>
IGFBP-2 diparentm)—s *

3

— 31
o I--, = 21
‘}E"\.: A

B i i;.'-;;._-, —
]

a

Crnuka 27. UmyHob6moT mMonekynckux oonuka IGFBP-2 y cepymy: a) 3mpaBux ocoba u 0)

naiyjeHara ca TyMopoM Je0eror 1pesa
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VY in vivo ycnmoBuma IGFBP-2 u 02M Hucy ycamibeHH Beh OKpPYKEHH IPyruMm
MOJICKYJTMMa KOjH Ha MOCPENIaH U HEIOCpeIaH HaYMH YTHYY Ha BUXOBY KOHIICHTPALU]y H
JOCTYITHOCT 3a HMHTEPaKIyjy. Y ciaydajy Tymopa jaebenor npeBa, Mako je MPOU3BOJIHHA
IGFBP-2 nosehana, nosehana je u merosa nporeonu3sa. Takohe je moryhe na cy u IGFBP-
2 u 02M mnperprienu oxapeheHe MOCT-TpaHCIAMOHE MOAMQUKAIH]e 300T KOJUX MM je
cMameH MelycoOHu aduHUTET. Y EKCIIEpUMEHTY ca OBHUM IallMjeHTHMA je MOKa3aHo Ja
MOHAIIAKE JIMTAaHAA MPH GOPMUPABY KOMIUIEKCA Y in VIVO YCIIOBUMA 3aBHCH O] BHIIES

¢dakTopa 1 HE MOXKe ce 00jaCHUTH CaMO Ha OCHOBY FbMXOBHX KOHIIEHTPAIIHOHUX OJTHOCA.

4.3.3.2 Yrunaj cynpadu3noI0IIKe KOHIIEHTPpalM]e IIMHKA

Ocum rpahema kommiekca ca OuomonekynuMma, 02M Be3yje joHE IMHKA Yy
pETaTUBHO BEIMKUM KOJMYMHAMa, CKOpo 15 % ox yKynmHe KOJMYMHE Yy IHUPKYJIaluju
(Foote & Delves, 1984). He nmoctoje g0Ka3u jJa UHK AUPEKTHO YTHYE HA aKTUBHOCT 02M,
amy yrude Ha meroBy koHdopmanwmjy (Adham et al.,1977). Tloka3aHo je ma oBaj MeTai
oJlakiaBa (popMHpame KOMILUIEKCAa ca HEKUM LIUTOKMHUMA, Kao IITO jeé MHTEepJeyKuH-1[3,
yTuuyhu Ha IpOCTOpHM pacrope]] pearyjyhux rpymna, U Ha Taj HAUYMH OJIaKIlIaBa HUXOBY
unrepakuujy (Rehman et al., 2012). V oBoj aucepTaiujyu UCIUTAINA CMO JIa JIX jOHH LIHHKA
yTudy Ha rpaheme u/mnu crabunmuzanujy IGFBP-2/02M kommiekca. Y3opak cepyma je
M3JIOKEH JIECET W JIBaJIeCT myTa Behoj KOHIIEHTpalUjH IMHKA HEero mTo je pusnonomnika (7-
23 uM) (www.diameb.ua/manuals/eng/507240.pdf) u moTom je mpahen crernen crBapama
kommiekca IGFBP-2/a2M umyHoOnoToM. PesynraTu excnepumeHTa Cy NpUKa3aHU Ha
cimu 28.

NmyroOsoT ca antu-IGFBP-2 aHTHTENOM je ToKa3ao Jia JoAaTak IMHHKA HE YTHYE
Ha KOJIM4YKMHY HarpalheHor koMiuiekca (ciuke 281 u 28h), anu noactiye GpopMuparme u/muim
cTabunm3anujy onuroMepHux obmuka o2M (cnuke 286 u 28B). Ha Behum Monekyiackum
Macama y 02M UMYHOOJIOTY MOTY C€ YOUHTH Tpake KOojeé HHCY BUIJbHUBE Yy IOJa3HOM
cepymy. Ilomrto 02M wnma 3HatHO Bumie of IGFBP-2 y nupkynanuju, ouurineaHo je na
[IMHK, WaKO TOJICTHYE oymromepu3anujy o2M, He omera cTBapame komruiekca IGFBP-

2/a2M.
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kDa

200 —
200 +—[GFBP-2 ronmexc 1
oy — +—[GFBP-2 xonmerc 2
— 114
g —
45 —
«— [GFBP-2 monomep
31 —
— fif
— 45 4= IGFBP-2 dparmetmy
— 31 14 —

Cnuxa 28. Huctpubymuja a2M (6 u B) u IGFBP-2 (1 u 1)) monekyiackux oOnuka y

o2 mmaep/TeTpamep —-

20 MOHOMED —>

o2M dparwest —-

e

y3opuuMa cepyMa mnocne uHkybanuje ca 100 puM (6 u a) u 200 uM (B u b)) uuuk(I)-

XJIOpUQ; Y30PIU @) U T') Cy MOJIA3HU CEPYMHU

4.3.3.3 Yrunaj cyopadusunonomke koHiearpamuje RGD(E)S

3a IGFBP-2 je no3naro na cagpxxu RGD cekBenny koja My omoryhasa Jia ce Be3yje
3a MHTETPUHE U JIa Ha Taj HauMH jAenyje HesaBucHo ox IGF mentuma (Schitt et al., 2004).
[Momro n IGFBP-1 cagpu ucTy CekBeHIly M MOXKe Ja Tpaaud KomIwiekce ca o2M, y
HapeIHUM eKCIIEpUMEHTHMA j€ UCIIMTaHa MOTEeHIMjaJIHa YJIOTa OBE CEKBEHIIE Y (popMupamy
IGFBP-2/02M komruiekca. Y30puu cepyma cy HE3aBUCHO MHKYOHWpaHH ca [Ba MENTHA,
jemanM koju je mmao RGD cexBenmy (myna cekBenna RGDS) u apyrum koju je umao RGE
cekBeHIy (mmyHa cexkBeHna RGES), y koHIeHTpanujama cto myta BehuM oJ1 KOHIIEHTPAIIH]e
IGFBP-2. Yxomuko 6u RGD cekBeHia Omna BakHa 3a MHTepakuujy ca o02M, on mentuaa
KOju je mocenyje Ou ce ouekuBano na ca Takmudu ca IGFBP-2 y BesuBamy 3a 02M. Camum
TUM OM ce OYEeKMBaJo Ja ce cMamu konmnunHa komiiekca |GFBP-2/a2M. Enextpodopesa
1 uMyHOOJ0T ca aHTu-lIGFBP-2 anTuTenom, mehyrum, HUCY TIOKa3aau J1a ¥ jedaH OJ OBa
JBa TIENTHAA yTWde Ha KoiaumumHy Harpahjennx IGFBP-2/02M komruiekca wWid Ha
muctpuOyuunjy monekynckux Bpcra IGFBP-2. HeouekuBanu ¢eHomen je mpumeheH y
UMHYHOOJIOTY ca aHTH-02M anTutenoM (cnuka 29). Haume, y y3opiuma KojuMa cy J104aTH
er3orenu nentuau (RGDS wim RGES) cauyBanu cy cnenupuvHA OJIMTOMEPHH OOJUIIN

02M, Koju HHCY JETEKTOBAHU IMOCHE eneKTpodope3e HaTUBHOT cepyma. [lomro a2M He
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caJp)Ki OBE CEKBeHIle, Moryhe je 1a cy ers3oreHu MeNnTUAM HHTEParoBald ca HEKUM

aMUHOKHCcennHama u3 02M, nose3yjyhu MOHOMEpHE MOAjeIMHULE Y OTUTOMEPE.

IDa

e2MOmep/ TeTpaniep — 200— «— IGFEBP-2 wowmerc 1
— 200
M MOHOMED —» 9g — +— IGFEP-2 romimerc 2
—11é 66 —
M $parMent — o 45 — +— IGFEP-2 mMoHOMep
31 —
— 66
— 45 21 — ) IGFBP-2 {partdeHtd
a 6 B T I §

Cnuka 29. Huctpubymuja o2M (6 u B) u IGFBP-2 (1 u b)) monekynckux oGnuka y
y3opuuma cepyma nocie uakyoaruje ca RGDS (6 u 1) u RGES (B u 1)); y3opuu a) u r) cy
MI0JIa3HU CEPYMU

4.3.3.4 Yrunaj crapema

Panuje je Beh peueno, emementu IGF cucrema Memajy ce ca CTapemeM.
Konnenrpauuja IGFBP-2 y nupkynauuju ce cmamyje o pohewma a0 mybeprera, MOTOM
MOCTENEHO pacTe, HAPOUMUTO TMOCie Iesqecere roauHe skuBota (Rajaram et al., 1997;
Mattsson et al., 2008). Konmentparmja 02M je Benuka y mialjum rogrHama, 3aTUM ofajia y
cpenmeM 100y M MOHOBO Ojaro pacte ca jgabuMm crapemem (Tunstal et al.,1975).
Herasbauje je ucnuraHa npomeHa IGFBP-2/a2M kommuiekca ca crapeweM. bpojuanu
nojay 3a Tpu rpyne ucnurtanuka (20-40, 41-60 u 61-80 roguna) cy Beh npukazanu (ca
IpyruM pesynratuma) y TabGenu 4, anu cy ¥ OBJie TIOHOBJBEHH, J1a OM c€ TOJaTHH HCIIUTA0
yTHIaj cTapema. CepyMu Cy MOJABPTHYTH eNeKTpodope3n 1 UMyHOOIOTY ca anTu-IGFBP-2

aHTuteaoM. Ha cnuim 30 MMPpUKAa3aHU Cy PCIIPE3CHTATUBHU PC3YJITATU 3a KOMIIJICKCC.

kDa
—200
IGFBP-2 pormomerc 1 —»
[GFBEP-2 wonmomess 2 —» _ o3
a i E
Crmuka 30. Pacnionena komruiekcHux oomuka IGFBP-2 kox: a) Mimaaux oapaciimx ocoba, 0)

oco0a cpeiibUX TOANHA U B) CTApHjUX 0coda
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JIEH3UTOMETPHjCKOM  aHAIW30M Tpaka koje oxrosapajy  IGFBP-2/02M
KOMILUIEKCUMa JOOWjeHH Cy pe3yiaratd npukazanu y TabGemm 6. [lomamu cy nmatu y
JCH3UTOMETPHJCKUM jeMHUIIAaMa M Kao TMPOICHTyallHA 3acCTYIJbEHOCT I10jeIMHAYHIX

KOMIUIEKCA Y IIEJIOKYITHOM UMYHOPEAKTUBHOM OJITOBOPY Y30pKa.

Tabena 6. PenatuBHa 3actymibeHocT |GFBP-2/02M xomiiekca y cepymy Jbyau
Pa3NMYUTUX CTAPOCHUX KaTEropuja, M3pakeHa Kao Cpelmha BPEIHOCT Ca CTaHIapIHOM

JICBU]jaIlijOM

I'pyna (n=15) 20-40 roguua 41-60 roquna 61-80 roaguna

IGFBP-2 kommiekc 1 201 5,0+1,0 18+1  6,240,7  14#2°  2.8+12°
(ADU, %)
IGFBP-2 kommieke 2 21+1 52409 18+1 6,211  14+#2°  26+0,8°
(ADU, %)

Cmamucmuuxu 3nauajne pasiuxe (Cmyoenmog m-mecm, p<0,05) uszmehy ocoba cmapocue xamezopuje 41-

60 200una u 61-80 200una osnauene cy kao *, a usmehy cmapocne kamezopuje 20-40 u 61-80 xao °

CratucTuuke Ccy 3HavajHe pasnuke y 3actyribeHocTH |IGFBP-2/02M kommiekca
n3Mel)y CpeoBeYHUX W CTApHjHX JbyIH, Kao U m3Mmely miamux u crapujux ocobda. Mako
ykynHa koHueHtpauuja |IGFBP-2 pacre ca crapemeM, KOHIEHTpalMja KOMILIEKCa KOje
npaBu ca o2M onaza. JemaH oj pasjora je IITO Ce ca CTapemheM HHTEH3MBHpa
¢dparmentanmja IGFBP-2, a cmamyje ce yneo MoHOMepa, KOjU je jeAWHH OOJUK KOjU
pearyje ca o2M (4.1.3.2). [dpyru pasjgor Moxe OUTH y H3MEHEHOM MehycoOHoM
apunurery. Haume, o6a maptHepa Mory nojuieh mocT-TpaHCIalMOHUM MOJU(HKaIjaMa
KOje MOTy YyTHIAaTH Ha KOH(OpMalWjy BE3UBHUX MecTa. 02M H3JI0KEH OKCHAATUBHOM
cTpecy cMamyje apUHUTET IpemMa HeKuM MouteKyarMa (Hip. pakropuma pacta) (Wu et al.,
1998). Ilomiro crapeme KapakTepuiie moBehaHa mpowu3BOaa CIOOOJHUX paauKaga |
JPYTUX PeakTUBHUX BPCTa, PacTe U YAEO OKCHUIOBAHUX MpOTenHa, Mel)y Kojuma 6u Morao
6utu u 02M. EBeHTyasiHa mpoMeHa y B€3UBHOM MeCTY (WJIH Yy HEroBOj OJU3MHH) MOTJIa OU

ce oipa3uTH Kpo3 cMameH adpurantet 3a IGFBP-2.
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4.4 Mouiekyiacku ooauuu |GFBP-2 kon naumjenara ca tymopom jaedesor

npeBa

Tymop neGenor npeBa (KOJOPEKTATHHW KapIMHOM) j€ MaJIMTHU TYMOpP KOjH Ce€
pa3BWja Ha yHyTpamlmeM 3uay nebenor mnpeBa. Hacraje kao mociequiia HEKOHTPOIUCAHE
neobe henmja ciry3okoxke, Koje obOnaxy yHyrpammsmu JymeH. [locroje nokasu ga IGFBP-2
MMa yIIOTYy y HampeIoBamy TyMOpa U Ja jé eKCIPUMHUPAH y TYMOPCKHM, alu He (WiH
JaJIeKO Maibe) y OKOJIHUM, HeTpanchopmucanum hemujama (Mishra et al., 1998). Cmarpa
ce Ja WCIoJhbaBa ayTOKPUHO JIEJIOBamke, YTUUYhM Ha IMUpEHE TyMopa. 3a UCIHTUBAC
yTHIIaja TyMOpa Ha pacrojeny Moijekyiackux ¢opmu IGFBP-2 u3abpan je KolopeKTaiHu
KapIIMHOM Kao MOJIE] CHCTEM, TOMITO je OBa BPCTa TyMOpa BeoMa pPacHpOCTpameHa,
CMPTHHU HUCXOJI je YecT u Behu Opoj cTyamja je mokaszao na je pact konmenrpamuje |IGFBP-2

y KpBH pezioBHa mojaa (Reeve et al., 1992).

4.4.1 OppehuBame ykynHe koHuenrpaumje IGFBP-2 y unupkyaaunuju

nanujeHara ca TymMmopom jaeoesior upesa merogom ELISA

Konnenrpanuja IGFBP-2 y kpBu je moBehana ko1 nanujeHaTa 000Jenux o Tymopa
neberor 1peBa U TUPEKTHO je TToBe3aHa ca nmoBehanom cMpTHoOIIhY.

Metonom ELISA je m3mepena xonuentpamuja IGFBP-2 y cepymy manmjenara.
Hajnmka 3abenexxena BpenHocT je u3Hocuia 12 nM, a najsuma 45 nM. Cpenmwa BpeHOCT
je mzHocuna 28 nM. Kao mro ce Moxke BuzeTd, U cpeama KoHnenrpauuja IGFBP-2 je Beha

0J1 TOpELE TPaHUIIE 3a 3/IpaBy momynanujy (pedhepentuu omcer je 2,7-27,8 nM).

88



4.4.2 OnpehuBame Mosekyackux ooauka IGFBP-2 y nupkyiranuju u y TkuBy

Aedes10r HpeBa MalnujeHaTa ca KOJIOPeKTAJIHUM KaApIIHHOMOM HMYHO00J10TOM

Konnenrpauuja IGFBP-2 y cepymy u penaruBHa 3acTyNJbEHOCT MOHOMEpA,
¢parmenata u xommuiekca |GFBP-2/02M kon 3apaBux ocoba M manujeHara ca TyMOPOM
nebenor mpesa gara je y Tabenu 5. Ha cnunum 31 mpukaszaH je pacmopen MOJIEKYJICKUX
obmmka IGFBP-2 y penpe3eHTaTHBHUM y30pIMMa cepyMa 3JIpaBUX 0coda U MaidjeHara ca

TYyMOpOM Je0eior 1peBa.

31031 33 3% T T2 T3 T4 MDa
- . 220
— 100

— 4l
— 45

— 30
— 20

IGFBP-2 xonmonexc(H)— |

[GFBP-2 momouMep —

[GFBP-2 cpparmenm(
— 12

Cmuka 31. Pacnogena monexynckux oonuka IGFBP-2 y cepymy 3apaBux ocoba (31-34) u
naiujeHara ca Tymopom jaeoenor npesa (T1-T4)

Ca cmuke 31 ce Buau na cy konnenrpamuje ykynHor IGFBP-2 (oapehena ELISA
METOZIOM) M pelaTWBHA 3acTymsbeHocT MoHomepa |IGFBP-2 u meroBux ¢parmenara
(ompehena neH3UTOMETPHUjCKH) 3Ha4ajHO Behe y cepyMuMa maiujeHara, Hero y cepymMuma
3npaBux ocoba. Ca apyre ctpane, penatuBHa konnunHa |GFBP-2 y kommiekcy ca a2M je
CMamCHa.

[TomTo je W3 nmuTepaType MO3HATO Ja C€ KOJ TaIijeHaTra ca TyMopoM jebernor
npeBa nosehaBa M TkuBHa KoHueHTpanuja |IGFBP-2, moactuuyhu kperame TyMOpCKHX
henuja (Mishra et al., 1998), uusb HapeTHOT eKCIIEpUMEHTa je OMO MCITUTHBAE PACIoese

IGFBP-2 monekyiickux o0JIMKa y CaMOM TKHBY I[peBa.
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CakylubeHH Cy Yy30pIM TKHBa (TyMOPCKOT W HETYMOPCKOT) TalyjeHara
MOJBPTHYTUX ONEPATHBHOM YKJamawkwy TyMmMopa. TKHBHU TpenapaTH Ccy, HaKOH
mudepennujanHe aujaroctuke maronora y KbBI “bexannjcka koca”, n1eTabHO HCIPaHHU,
XOMOTE€HHU30BaHU U MEMOPAHCKH MPOTEHHH cOoMyOmin3oBanu. Jlajba ananusa je ypahena ca
colyOomiM3aTuMa, IOMTO ce, mpeMa JmrepaTypHuMm nomauuma, |IGFBP-2 Besyje 3a
uHTerpune Ha nospimuau henuja (Schitt et al., 2004). Konnentparuja IGFBP-2 y TKUBHEM
conyOunm3aTMa je Owiia BpJIo Maia W ucroj rpaHuie ocersbuBocTH ELISA Tecra, Te je
konnentpanuja IGFBP-2 y oBuM mnpemapatuma oxapeheHa TIOCpeIHHM — ITyTEM.
EnextpodopeTcku Cy aHaNIM3MpaHH Y30pLU CONyOmim3ara (TyMOPCKOT M HETYMOPCKOT,
3IIpaBOT' TKWBA), KA0 W y30paK cepyMma mosHate KoHieHrpauuje IGFBP-2 y paznmuuutum
pazomaxemuma (1:50 — 1:500). [To 3aBprreHoM umyHoOI0TY ca aHTH-IGFBP-2 anTuTenom,
ypaheHa je JeH3UTOMETpHjcKa eBanyanuja Tpaka. Konmenrpammja IGFBP-2 vy
COJTyOHMIIM3aTHMa je TPOICHhEHa yrnopehuBameM ca pas3IMuUuTHM pa3diakemuMa cepyMma
no3Hare koHieHrpanuje. Konnenrpanuja IGFBP-2 je u3paxkena mo rpamy MeMOpaHCKHX
nporenna (Tabena 7). Ha MmemOpanama M30JI0BAaHUM U3 TyMOPCKOT TKHBa OHWIIO je BHIIE

Be3aHor IGFBP-2 nero Ha MmeMOpanama 3/1paBor TKUBa.

TaGena 7. Oncer xoHueHtpaunuja IGFBP-2 Besanor 3a hemmjcke memOpaHe y TKHUBY
neberor IpeBa y OJHOCY Ha YKyITHE MPOTEHMHE U pellaTHBHE 3acTYIJBEHOCTH MOHOMEpa U

¢parmenta IGFBP-2 y conyOunmu3arnma MmeMOpaHa U3 3paBOT H TyMOPCKOT TKHUBA

3apaBo TkuBO TyMOpCKO TKMBO

n=15 n=15
Konuentpamuja IGFBP-2 (nmol/g nporenna)  0.03-0.08 0.14-0.28"
IGFBP-2 monomep (ADU) 9-15 15-354
IGFBP-2 ¢pparmenTt (ADU) 9-503 10-722

* .
Cmamucuuxu 3uayajua pasmuxa (Cmyoenmoe m-mecm, p<0,05)
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31 Tl 3% Ti 33 T3 34 T4
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Cmuka 32. Pacnogena wmonekynckux obmuka IGFBP-2 y conyOmnmmsarmma memOpaHa

nobujenux u3 3apasor (31-34) u tymopckor TkuBa nedenor mupesa (T1-T4)

Yomureno rienajyhu, cBu pe3yaTatu 3a MeMOpaHCKe Ipenapare M0Kasyjy BeJITUKU
OIlCeT BPETHOCTH, 300T HW3pakeHe paszimke m3Mmely mojenmHagHmx y3opaka. Kama ce
yropel)yjy y30puu HETyMOPCKOT M TYMOPCKOT TKHBa HCTe ocobe, MMma CiydajeBa ca
cimyHUM  KoHueHTpanujama |IGFBP-2 y o6a y3opka, ca Behom KoHUEHTpauujom Yy
TYMOPCKOM Y30pKY, WJIM CYNPOTHO, ca BehOM KOHLEHTpAaIMjOM Yy HETYMOPCKOM Y30DKY.
NMyHOOJIOT KOju MpHUKa3yje OBE BapHjalyje Aatr je Ha cauiu 32 (YeTHPHU Y30pKa y mapy).
300r OBaKO BETMKUX Pa3lIMKa, MOAANM JTOOWjEeHH 3a MEMOpaHCKe MPOTEHHE Cy MPUKa3aHU
Kao OIICer BPEJHOCTH, YMECTO Kao CpeAma BPEAHOCT ca CTaHJapJHOM JEeBHjalldjoM. Y
IGFBP-2 uMyHOOJI0TY TKUBHHMX Y30paKka JI€TEKTOBAHU CY CAMO MOHOMED U ()parMeHTH.

Jlocanammy pe3ynTaTy ¢y nokasanu jaa je konmnenrpamnuja IGFBP-2 y cepymy Beha
Koa oOonenux oja TyMopa JaeOenor mpeBa HEro KoJ 3ApaBUX 0coba, a W pacropen
MoNleKylIckux obnuka Huje wuctd. Kommumna IGFBP-2  wmonomepa (oapehena
JEH3UTOMETPH]CKH) je, y mpoceky, 20-30 % Beha xox marujeHata, koauunHa ¢parmeHaTa
je mBocTpyko Beha y mopehemy ca 3mpaBuMm ocobama, 1ok je koimuuHa IGFBP-2 y
KOMIDICKCY ca a2M 2,5 myra mama koj nanujenara. [Ipema oBoj pactonenu, IGFBP-2 e
camMo IITO ce MHTEH3WBHHU]jE HacTaje Koj oboienux oa Tymopa aeberor npesa, Beh je u
KOJIMYMHA YKJbyU€Ha y M3Tpajiiby KOMIUIEKca ca 02M 3HadajHO cMameHa, daBopusyjyhu
nocrojatbe Oumnapuux IGFBP-2/IGF xommiekca, u3 kojux ce IGF womekymu ako
ocnmobahajy mporeonmnzom IGFBP-2. Kama ce ymopene pemarmBHe konmmuwmae IGFBP-2
obnuka, kox 31paBux ocoda IGFBP-2/02M kommiiekcu unHe oko 20 % yKymHUX MOJIEKyJia

IGFBP-2, nok koj mamMjeHara ca TyMOpoM Jne0enor IpeBa umHe oko 6 %. Moxe ce
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npernoctaBuTy Aa je popmupame IGFBP-2/02M kommiekca A0 KOHTPOJIHOT MEXaHH3Ma
KOJH j€ YKJbYYECH Yy peryjanujy KoHueHrtpamuje cinobomnor IGFBP-2 u, camum Tum,
koHueHrpauuje komiuiekca |GFBP-2/IGF, na mocpenno u IGF nentunga. ¥ oBoMm TpeHyTKY

Huje no3Haro aa i IGFBP-2 xommuiekcu ca a2M Besyjy cBoje IGF nurange.

4.4.3. UcnutuBamwe npucycrBa |IGFBP-2 nporeaze MMP-7 y nupkyJjJanuju u

TKHUBY ueﬁenor npeBa r[almjeHaTa €Ca KOJIOPEKTAJTHUM KapUIMHOMOM I/IMYH06J10TOM

Jenan on HauMHa Ha KOju Tymopcke henuje ,,0TBapajy™ ceOu IyT Kpo3 TKUBA je
U3Iy4YuBamkEM I[IpoTeasa, Koje OUPEeKTHO o00e30elyjy uHBa3Wjy W MeracTasy, Kpo3
MIPOTEONIN3Y BENUKOT Opoja cymncTpaTta y BanhenmjckoM matpukcy. [Ipema nureparypHuM
noxanuma, MMP-7 usnydyjy camo Tymopcke henuje pebenor npeBa u oHa QyHKIIHOHHUIIIE
Ka0 aKTUBaTop pa3HuUX (akropa pacta M IMTOKHWHA, TaKO INTO pa3jiaXe HUXOBE
npexypcope win uaxuourope (Shiomi & Okada, 2003). ITokasauo je 1a MMP-7 nupexTHO
nenyje u Ha Heke IGFBP (Miyamoto et al., 2004). IGFBP-2 mnocenyje KapakTepUCTUUHY
aMUHOKHCENMHCKY cekBeHiry, HBD nomen, xoju omoryhaBa mHTEpakiuje ca eJleMeHTHMa
Banhenujckor marpukca. Ha Taj HaumH ce ,,ykoTBM~ Yy OnusuHu henujcke memOpane,
oJlaKiie Moke 1o nmotpedu ormymraru BezaHe IGF mentuae, HakoH MpoTeoan3e eH3MMOM
MMP-7.

[Tomro je moka3zano na je ymeo (parmenara IGFBP-2 y cepymy oGosenux oj
Tymopa jaebernor 1peBa Behu Hero Koj 3/ipaBux ocoba, a 33 MMP-7 ce 3Ha J1a mpoTteonusyje
IGFBP-2, ypahen je umyHoOnor ca antTu-MMP-7 aHTHTENnOM y 1MJbY YyTBphUBama
MIPUCYCTBA OBOT' €H3MMa Yy cepyMy. YjeIHO je U3BpIIeHa U aHalln3a TKUBHUX CONyOuiIn3aTa,
na OM ce WCIuTaja eKCIpecHja OBe MpOTeaze OJf CTpaHe caMux henuja mebesor mpesa.
JlobujeHun pe3ynTaT cy NMpHKa3zaHu Ha ciauiy 33 (MojeIuHauYHu y30pLU cepyMa U CIIapeHu
y3opiM TkuBa) U y TabGenu 8. Moxe ce BUAETH Jla Y CEpyMy HE IOCTOJU CTaTUCTHUKU
3HaYajHa pa3iuka y nmpucyctBy MMP-7 u3mel)y y3opaka 3apaBux Jbyad U TMaimyjeHaTa ca
TyMOpOM Jiebenior npeBa. et 3akibydak BakKH U 3a TKHBHE COYOMJIM3aTe, ca TUM IITO CY
KOJ BHX 3acTylJbeHe Behe yHyTapuHIUBUAyallHe BapHjallije, He3aBUCHE O] Tora Ja Jiu je

ped O 3apaBOM WIM TYMOPCKOM TKUBY. 300r Benuke pasnuke wusmely y3opaka,
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JCH3UTOMETPH]CKE BPEIHOCTHU 3a 3acTyrmybeHocT MMP-7 y TKHUBY Cy JaTe Kao OIIcer, a He

Kao cpeliba BpeAHOCT. Y npoceky je Buiie MMP-7 y TyMOpCKOM TKHBY, HET'O Y 3paBOM.

31 TI1 32 T2 33 T3 34 T4 kDa

o e 7~ [,

Cmuka 33. UmyHoO6mor MMP-7 y cepyMy a) M TKHBHHM COJyOwiIm3aTuMa 0) 3apaBUX

oco6a (3) u manmjenara ca rymopom aebenor 1pea (T)

TaGena 8. PenaruBHa 3actynsbeHOocT MMP-7 y cepymy M y TKMBHMM coJyOMIIM3aTUMa
3[IpaBUX JbYIH W TallHjeHaTa ca TyMOpOM Je0eJorT IpeBa, n3pakeHa Kao Cpe/iba BPeIHOCT
ca CTaHJIapTHOM JIEBUjaIljOM

3apase ocode IHanujenTH ca 31paBo TKHBO Tymopcko

n=42 TymopoMm aedejsor n=15 TKHBO

npesa n=29 n=15

MMP-7 (ADU) 136+35 111 +12 32-136 73-292

JloOujeHn pe3ynTatd HUCY TOTBPAMIM JHMTEpaTypHE IMOJATKe NpeMa KojuMa je
KonnynHa (KoHUeHTpanuja) MMP-7 y nupkynanuju mamujeHata ca TyMOpOM Jieberor
1peBa 3HauajHo Beha Hero koj 3apaBux ocoda (Xing et al., 2014). ITocrojame oBe paszinke
Ou ce MOrJI0 00jaCHUTH Pa3IMKOM y CTaIMjyMy OoJiecTH manujeHara. JInreparypHu moaanu
ce OJIHOCE Ha MAalMjeHTe ca MeTacTa3ama, IITO HHje OMO Cllydyaj ca MalujeHTHMa YHUjU Cy
Y30pIIM aHAIU3UPAHH Y OBOj AUCEPTALIUjH.

Y morneny mnpucyctBa MMP-7 Ha mnoBpmuHEU MeMmOpaHe, TOCTOj€ BEJIHKE
BapHjalMje yHyTap caMHuX rpyna (TYMOPCKH W HETYMOPCKH Y30pIlH), IITO OHeMoryhama
ynopehusame. [Ipema o6jaBbeHUM pasoBuMa, KonuunHa MMP-7 Be3ana 3a meMOpaHy Ou
Tpebaga 6utn Beha Kox m3MemeHux henuja ciayszokoxe aebenor npesa (Pryczynicz et al.,

2013), mehyTrm TO HHje TOTBph)CHO y HAIIMM eKCriepuMeHTHMa. [lope penaTuBHO Majior
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Opoja y3opaka TkuBa (15 mapoBa), mojeIMHAYHM JIEH3UTOMETPU]CKU PE3YJITaTU Cy OMIH y
LIMPOKOM OIICETY BPEIHOCTH, a U MAllMjeHTH HUCY UMAJIU J1jarHOCTUKOBaHE MeTacTase.
4.4.4 UcnintuBame okcuaaTuBHoOr craryca |GFBP-2 y nupkynaumju u TkuBy

)Ieﬁe.]'IOF npeBa nalmjeHaTa Ca KOJIOPEKTAJIHUM KapUMHOMOM

[To3naTo je na moBehaHW OKCHAATUBHM CTPEC NMPATH MAIWTHE IMPOMEHE y TKUBHMA
(Fiaschi & Chiarugi, 2012). Tymopcke henmje Mory mnpou3BoAuTH Behy Konudyuny
peakTHBHHUX (KHMCEOHWYHHMX) BpCTa O 3/ApaBuX henmja. OBH MOJEKYIH YYECTBY]Y Y
NPEHOCY CHrHajla, ali UCTOBPEMEHO Cy TyMOpcKe henuje oTHOpHHje Ha HBHXOBO JIEjCTBO
Hero 3apase (Pani et al., 2010). Ilus HapemHOT eKCliepUMEHTa je OHO Ja ce UCIUTA JIa JId
je IGFBP-2 nperprieo okcuIaTHBHE POMEHE YCIe M0jadaHor JIejCTBA PEaKTHBHUX BPCTa
KOJI TIaI[jeHara ca TyMopom Jebernor npesa. Hajuemrha mpoMeHa, ¥ yjelHO HajIioy3/1aHuja
3a JIETEeKIU]y, je OKCHAAlMja aMUHOKHCEIMHCKUX OcTaTtaka o kapOonwna. KapOoHuine
rpyne Ha nporenHuma (PCO) ce mojaBbyjy paHo y mpolecy clio00JHOpaJAUKaICKe
okcuaanuje W penatuBHo cy crabuiaae (Levine et al., 1990). /la 6u ce kapOOHMIH
JETEKTOBAJIU, Y30pLH Cy MPBO JepUBATU30BaHU ca 2,4-muHuTpodenmnxuapazuaom (DNP),
a gopmupaHu aaykTH cy gasbe oxapehenu. Mepeme konunentpauuje PCO y cepymy u y
TKMBHOM coJyOHiIu3atTy ypaheHo je Ha Ba HauMHa: ciekTpodoToMeTpujcku Ha 370 nm u
uMyH00s10TOM ca aHTU-DNP anTuTENOM.

Ocum ykymuux PCO, oxpehenu cy u kapOonmnoBanu oOmuim IGFBP-2 (CO-
IGFBP-2). Hakon DNP nepuBarusanuje, y30puu cepyma U coxyOuin3ara Cy MOJBPrHYTH
UMYHONIPELIMITUTAlUjJU  HAa MaTpukcy ca Be3aHuM aHTU-IGFBP-2  aHTHTEnmom.
KonnenTpanuja, omHocHO penatuBHa 3actyiubeHocT CO-IGFBP-2  je  oapehena
J€H3UTOMETPH]CKHU Tociie UMyHoO10Ta ca anTu-DNP anTHTENIOM.

Y cepyMmy mnamMjeHata ca TyMOpoM Jebenor IjpeBa H3MepeHe cy Behe
koHneHrpauuje PCO Hero y cepyMmy 37paBuX JbyAH, MEhyTHM CTaTUCTHUYKA aHAIN3a je
nama p BpemHoct mano u3Hang 0,05 (Tabena 9 wm cinuka 34). U kox y3opaka TKHBHHX
conmyOunusarta je, takohe, Ouna Beha xonuentpamnuja PCO y TyMOpCKOM HEro y 37paBoM

TKUBY, aJli pa3jivKa HUje Onina craTucTHuky 3HavyajHa (Tabena 10 u ciuka 35).
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Tabena 9. Konnenrpanuja, ognocHo penatuBHa 3actymbeHoct PCO u CO-IGFBP-2 'y

cepyMy 3lIpaBux oco0a M MalMjeHara ca TyMOpOM J1e0elior LpeBa, U3paXeHH Kao Cpellba

BPEIHOCT Cca CTaHIapAHOM JCBHjaIll]jOM

3apase ocobe IManujenTn ca TyMmopom
n=37 Jaedesior upesa
n=32
Konuenrpamuja pPco? 0,75 £0,15 0,93+0,17
(nmol/mg nporenna)
PenaTuBHA 3aCTYIULEHOCT 4253 +£5,17 60,47 + 2,28
ykymaux PCO (ADU)°
PeJIaTHBHA 32CTYI/LEHOCT 117 £ 17 202 + 20"

CO-IGFBP-2 (ADU)

. 6 .
“Cnexmpogpomomempuja, *0enzumomempuja HaKkon umyrnobroma

*Cmamucmuuxu 3nauajna paziuxa (Cmyoenmos m-mecm, p<0,05)

Tabena 10. Konnenrparyja u penatuBHa 3actymibeHOCT PCO y TKUBHUM COJTyOMITHU3aTHMA

3ApaBoOr W TYMOPCKOT' TKHBa 2[666.]'[01" opeBa, H3PAXKCHU KaAO CpClAkba BPCAHOCT Ca

CTaHJapAHOM JIEBUjallljOM

31paBo TKHBO TyMoOpcKO TKHBO
n=15 n=15
Konnentpamuja PCO 1,40 + 0,56 2,22 +1,05
(nmol/mg nporenna)”
PesiaTuBHA 3aCTYNBEHOCT 14,34 + 431 38,22 + 29,59
ykynaux PCO (ADU)°

. 6 .
“Cnexmpogomomempuja, "0enzumomempuja HaKon umyHobIOma

CnuvHu pe3ydTaTtu Cy AOOHMjeHH W aHAlM30M cTerneHa kapOonwnoBama IGFBP-2.
Konnenrpanuja, omHocHo pematnBHa 3actymubeHocT CO-IGFBP-2 je onmpehena camo

JICH3UTOMETPH]CKH, HAaKOH UMYyHOOI0Ta ca anTH-DNP anTurenom (Tabdena 9 u ciuka 36).
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31 32 33 34 T1 T2 T3 T4 kDa

_--leaesae

Cnuka 34. MyHOOJIOT AepUBAaTH30BaHMX MpOTEHMHa cepyma 31apaBux ocoba (31-34) u

naiujeHara ca Tymopom jaeoenor upena (T1-T4) ca antu-DNP anTurenom

31 32 33 34 T1 T2 T3 T4 kDa

— 30

Cnuka 35. I/IMYHO6J'IOT ACPUBATU30BAHUX NNPOTEHHA TKUBHUX COJ'IY6I/IJ'II/I3aTa HETYMOPCKOT

(3apaBor) TkuBa 1pesa (31-34) u Tymopckor Tkuba (T1-T4) ca antu-DNP anTutenom

Y uupkynangju TmarujeHata ca TymopoM JeOermor mpeBa Haljena je Beha
koHneHrpauuja CO-IGFBP-2 Hero xoxa 3apaBUX JbYIM U pasivka je Ouiia CTaTUCTUYKU
sHauajua (p= 3,16 X 10 ). V TKHBHAM COTYOHIM3ATHMA HUCY JETEKTOBAHH OKCHIATHBHO

n3mewmeHu ooy IGFBP-2.
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31 32 33 34 T1 T2 T3 T4 kDa

CO-IGFBP-2— WH
— 30

Cnuka 36. Umyno6not nepuBaruzoaHor |IGFBP-2 n3zonoBanor u3 cepyma 3apaBux ocoda

(31-34) u manmjenata ca tymopom neodenor mpesa (T1-T4) ca antu-DNP anTtutenom

Hemoryhnoct gerexkuuje CO-IGFBP-2 y TkuBHMM y30puMMa MOXe OWTH
MOCJIEANIIA HErOBe Majle KOHIIEHTpaluje, Koja je HeKOJIMKO CTOTHHA ITyTa Mama y TKUBY
Hero y cepymy. Mehyrum, nomrto ce IGFBP-2 Besyje 3a memOpaHCKe HMHTETpUHE U
eJIeMeHTe BaHhelMjcKoT MaTpuKca, Moryhe je aa je 3amTuheHuju o1 IeToBama CI000THIX

paaukana.

4.4.5 UcnutuBamwe peaktuBHoctu |IGFBP-2 y nmpkynanuju manmjenara ca

KOJIOPEKTAJHUM KapUUHOMOM

OcnoBHa ¢yukuuja IGFBP-2 je na Besyje IGF monekyne, ¢ Tum na je adpunuter
nemto Behu 3a IGF-II wero 3a IGF-1 (Firth & Baxter, 2002). Ocum ca IGF nentumuma,
OBaj MOJIEKYJI Y IMPKYJIalWju WHTEeparyje u ca o2M. V3 mpeTxoaHuX eKcrlepruMeHaTa ce
MorJo 3aksbyuntu 1a IGFBP-2 moanexe mocT-TpaHCIaliMoOHUM U3MEeHaMa Koje 00yxBaTajy
IPOTEONIN3Y U OKCHJAIM]Y (YHKLIMOHAIHUX IpyMa, IITO OM ce MOIJIO OJpa3UTH Ha HEroB
adunutet 3a IGF nurange. [IpoTeonusa je u3yueH mpolec y KoMe ce cMamyje ahuHUTET
IGFBP-2 xa IGF, unme ce koutponwmmre OuomoctymHoct IGF mentmma. Takohe je Beh
MOKa3aHO Yy OBOj JHCEPTAllMjU Ja TMPOLEC CTapema, Kao W HEOIUIACTHYHE HW3MEHE Y
OpraHusMy, yTuuy Ha cMameHo Be3uBame |IGFBP-2 3a a2M.

[{usp HapenHOr eKclepuMeHTa je OMo Ja HCIuTa Jla JM ce Mewma a(uHuTeT
moHoMepa IGFBP-2 3a IGF mMonekyne koa TyMOPCKHX IpOMEHa y OpraHu3My, IITO On
Moria outu nocienuna okcupanuje IGFBP-2. Kopumrhen je mero muran 6oTa.

VY3opuu cepyma 3apaBUX oco0a M TMalujeHara ca TyMOpoM Je0enor npeBa cy
MOJIBPTHYTH enekTpodope3n y Hepeaykyjyhum yciaoBuMa (HEONMXOAHO 33 OYyBambe

12
BE3WBHOI MECTa 3a JIMTAHJI) W JIMraHj OJOTy ca paanoakTuBHO obenexxkeHuM IGF-1 ( |-
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IGF-I), a motom je ypahena ayropanuorpaduja (ciuka 37). PeayntaTu 1eH3UTOMETpPH]CKE

aHanuze noOujeHux Tpaka aatu cy y Tabemn 11.

31 32 3 3 T1 T2 T3 T4 iba

IGFEP-2 —» —4
—130

Cnuxka 37. Jlurann 610T y3opaka cepyma 3apaBux ocoba (31-34) u ocoba ca Tymopom

ne6enor upesa (T1-T4) ca *I-IGF-I

TaGena 11. Besusamwe “*°I-IGF-1 auranza 3a IGFBP-2 u3 cepyma 3apaBux ocoba u ocoba
ca TyMmMOpoM Je0eior MpeBa, HM3PaXEHO Kao Ccpelliba BPEIHOCT ca CTaHIAapAHOM

JIeBHjaLlljOM

3apaBe ocobe Ilanmjentu ca TyMopom

n=15 nedeJior IpeBa
n=15
'%]-IGF-1 Be3uBame 3a 23t6  208%70°
IGFBP-2 u3 cepyma (cpm)

* .
Cmamucmuuku 3nauajna paziuxa (Cmyodenmos m-mecm, p<0,05)

Ha nuranga 6oty ca 21 1GF-I ce Buze JaK{ CUTHAJIM KOJ y30pakKa IaiyjeHara ca
TyMOpoM Jiebenor IjpeBa W BeoMa ciabM KOJX Yy30paka 3JpaBuUX ocoba (IyxKoM
€KCITO3UIMjOM OM CBE Tpake MOoCTale jadye, anu OW MO33aJUHCKU CHTHAJT MOCTAa0 Tpejak).
JleH3uTOMETpHjCKa aHaIKM3a je ToKa3ana Ja je Be3uBame juranma 3a IGFBP-2 ckopo 10
myTa Behe Ko/ y30paka nmaiujeHara Hero KoJ 37paBux ocoda.

Ha ocHoBy 1oOujeHunx pe3yaTara ce Moke 3akbyyuTH jaa je apunuter IGFBP-2 3a
IGF-I y cepymy manmjenara Behu Hero y cepymy 3apaBux ocoba. [Ipomena y BesuBamy
JUTaHJa HUje TOoCIeAnIia caMo TmpoMeHe Yy KoHneHTparmuju IGFBP-2, momro je
kounenTpanuja IGFBP-2 xox manmjenara Beha oko nBa myra y OJHOCY Ha 37paBe JbyJIe

(Bumetu Tabeny 5), a Be3uBame nuranaa je sehe mecer myra. OBa pasznuka Ou ce Moria
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o0jacHUTH CTpPYKTypHOM IpomMeHOoM Mosiekyna IGFBP-2 koja je ycmoBwia mpomeny
adpunnrera. Kao mro je HaBeneno, IGFBP-2 ne moanmexe rimko3usiaoBamy M camo je y
jenHom pamy oOjaBibeHO aa je Hahena docdodopma IGFBP-2 (Graham et al., 2007).
[Iporeomuzom IGFBP-2 ce cmamyje apunurer 3a nuranzae, amu ¢parmenta IGFBP-2 cy
Mmaca 4-21 kDa (Mark et al., 2005) u onu ce enekrpodopercku kpehy mabe o1 MOHOMEDA.
[Ipema ToMe, Ha moJyiokajy MoHOMepa ce mory Hahu camo ¢opme IGFBP-2 koje cy
U3MEHEHE TaKo Jla C€ Maca NpPOTEMHAa HE3HATHO Mema. Y OBy TIpyny MpomMeHa Ou
npurnaaia okcuaanja 00YHUX TPpyIia, a paHuje je mokasaHo 1a je nmosehan caapxkaj PCO u
CO-IGFBP-2 y y3opuuma manujeHara ca TymopoMm gebenor upeBa. Okcuiaiuja
(xapOoHMIIOBamke) OM MOIVIa HM3a3BaTU HM3MEHY Y KOH(OpMalMju BE3UBHHUX IOBPILIMHA
IGFBP-2, a nocnenuma Tora 6u 6mio edukacHuje BesuBame IGF mentuma. [ToBehamem
apuaurera CO-IGFBP-2 y omnocy Ha IGFBP-2, omoryhaBa ce mpepacnomena IGF
nentuga usmehy paznmnuurux IGFBP y nupkynanuju. Yinora IGFBP-3 kao rimasnor IGFBP
y kpBu ce npenymra IGFBP-2. Ako ce y3me y o03up na 6unapuu xomrmiekcu IGFBP-
2/1GF (oko 45 kDa), 3a pasnuky on tepuujapuux IGFBP-3/IGF/ALS (oxo 150 kDa) (Firth
& Baxter, 2002) nako mpojase Kpo3 eHA0TeIHy Oapujepy KpBHUX cynoBa, Tpancnopt IGF
0 TYMOPCKOT TKHMBa je onakmadH. OBUM TyTeM ce, MOXJAa, JOJaTHO CTUMYJIHIIE

nponudepaTuBHa aKTUBHOCT TYMOPCKUX hemnuja.

4.4.6 UcnuTtuBame eKcrnpecHuje o5 mojajelMHuLle HHTErPHHA Y TKUBY Jedesor

apeBa naunjeHaTa Ca KOJIOPEKTAJHUM KapIUuHOMOM

[Tomrro ce IGFBP-2 Be3yje 3a a5p1 unterpun Ha moBpimuau henmja (Schitt et al.,
2004), y HapeHOM €KCIIEpPHMEHTY je UCIUTaHa MOBE3aHOCT eKCIIPECHje OBOT MHTETPHHA Ha
MeMOpaHaMa W T0jaB€ MAaJIUTHOT TyMopa. TyMOPCKHM W HETYMOPCKH (31paBu) TKUBHU
CONMyOMIM3aTH Cy AaHAIM3UPAHU HMMYHOOJIOTOM Ca AaHTUTEIOM Ha 05 TMOAjeIuHUILY
WHTETPUHA. YOUEHE Cy 3Ha4ajHe YHYTapUHIMBHUAyaTHE pasnuke (ciuka 38, y3opmu cy
yjeqHaueHn Yy KOHIIEHTpaIlMju YKYIMHUX TMpoTenHa). buimo je ciydajeBa ca Behom
EKCIIPeCcHjoM 05 MHTETPHHA KOJI TYMOPCKHX HEro KOJ HETYMOPCKHX y30paka U OOpHYTO,

Majia je pBU ciiyyaj Ouo yemrhu. JIeH3UTOMETPHUjCKOM aHAIM30M Cy J0OHjeHE BPETHOCTH Y
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BpJio mupokom ormcery (Tabena 12), ma cy mojianu npuka3zaHu Kao orcer. Y CKIaay ca THM,

HUCy Hal)eHe HU CTaTUCTUYKH 3HAYajHE pa3jinKe u3Mel)y 1Be BpCTe TKUBA.

31 T1 32 T2 33 T3 34 T4 kba

— 220

Cmuka 38. IlpucycTBO 05 TOJjeIMHUIIC HMHTETPHHA Y coiyOmimm3aruma henmjckux

MeMOpaHa go6ujerux u3 3apasor (31-34) u Tymopckor TkuBa aeodernor mpesa (T1-T4)

TaGena 12. Omcer penaTWBHE 3aCTYIUBEHOCTH 05 MOJjEAMHUIE WHTETPUHA Y TKHUBHHUM

COJ'Iy6I/IJ'II/I3aTI/IMa 3ApaBOTr U TYMOPCKOI' TKUBa ,Z[C66J'IOF opeBa

3apaBo TkuBo  Tymopcko TKUBO

n=15 n=15

PenatuBHa 3aCTyIULEHOCT 0.5 16-109 28-880

noajenununie narerpuna (ADU)

300r BenmuKe Bapujalyje y MPUCYCTBY 05 MoajenuHuile, kao u a5B1 uHTerpuna,
u3Mmel)y nanujeHara, HUCy ce MOIJIM JIOHETH jaCHU 3aKJby4lld O €BEHTYAJHO] Pa3JIMIM Ha
HUBOY €KCIIpecHje yciea mojaBe TyMopa. Moryhu u3Bop Bapujaiyje je craaujym O00IecTH,
Kao W pellaTHBHA 3aCTYIUBCHOCT Pa3MuUTHX helvja y TKUBHHM MpenapaTuMa, O]l KOjUX
caMO HEKe eKCIIPUMHpajy OBaj MHTErpuH. MelhyTum, momro cy oba y3opka jenaHe ocobde
OOMYHO CIMYHO EKCIpPUMHUpaJa 05 MPOTEHH, BPJIO j€é BEPOBATHO Ja j€ HEroBa CHHTE3a

MHIUBUAYAIHO KapaKTePUCTUYHA.
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4.4.7 AcnuTHBame odpacua rimKo3njoBama 02M y nMpKyJaluju nauujeHara

Ca KOJIOPEKTAJIHUM KAPpIMHOMOM

['muko3unoBame UMa KPUTHYHY YJIOTY Y Pa3IMYUTHM OHOJIOIIKMM HHTEpaKIHjama
Koje ce jaBibajy y (maro)dusuonomkum npomeHama y opranusmy (Kim & Varki, 1997).
Anda-2-makporaoOynuH je TIUKONPOTEHMH ca ocaM TNOTCHIHjalHuX wMecta 3a  N-
rnuko3uioBame (Lin et al., 2012). [Ipomene y oOpaciiiMa rIMKO3WIOBama Cy yoOHuajeHe y
HEOIUIAaCTUYHUM TpaHchopManvjama. HemaBHe cryamje Cy TOTBpAWIEC Ja W3MCHCHU
o0pas3all TJIMKO3WIOBaka MOJCTHYE OHKOTEHY TpaHC(HOPMAIUjy U CTUMYJIUIIE UHBA3H]y U
MmeTtacTazy Tymopckux henuja (Denis & Laferte, 1987; Gu et al., 2009).

[TomiTo je y mpeTXoHUM eKCIIEpUMEHTHMA YCTaHOBJBEHO Ja ¢y Komiuiekcu |GFBP-
2/02M €0 KOHTPOJHOI MEXaHHW3Ma KOjU pEeryjHile KOHIEHTpalujy ciiobomHe dopme
IGFBP-2 u na ce xoz manujeHara ca TyMOpOM J1e0elior ipeBa Memba yJIe0 OBUX KOMILIEKCa,
y HapeIHOM EKCIIEPUMEHTY je UCHUTaH oOpasall MHKo3WiIoBama 02M, koju Ou, Takole,
Morao OuTH BaxkaH 3a mHTepaknujy ca |IGFBP-2. Ananmu3a obpacma riauko3wioBama 02M
W3 cepyma 37paBuX 0coba U MalujeHara ca TyMopoMm jaebernor 1pesa ypaheHa je meromaom
JIeKTUHCKOT Mukpoepeja. [lopen yrBphuBama eBeHTyanHe MPOMEHE TIMKO3WIOBama Koja
6u morna 6utu BaxkHa 3a BesuBame |GFBP-2, ucniutuBame rmukana 02M 0BOM METOJIOM je
MOCITY)KUIIO M Kao “‘Screening test” y mpolieHH MOTy JId OHH OWUTH TJIMKOOMOMapKepH 3a
TyMoOp nebernor mpea. MeTtoa MUKpoepeja je TIoroHa y Tparamy 3a OuoMapKkepuMa Kao
Op3a, OceTJbHBA U y JeTHOM KOPaKy ce MOKe 00paJIuTH HEKOJIIMKO CTOTHHA Y30paKa.

3a oBy cTyaujy je uckopuiiheHo 14 nekTHHa, KOjU Cy chenuUYHH 3a IMIMPOK
CTIEKTap CaxapuIHHUX CTPYKTypa, NPBEHCTBEHO OHUX KoOje Cy 10 cana HaljeHe Ha
TJIMKOTIPOTEMHMMA y [HpKynamuju. Kao momaTHa MeTona 3a TOTBPAY pe3yiTara je
kopuimheHa TEeXHHKa JIEKTHHCKOT OioTa (ca Hekonuko JekTuHa). [Ipe ananmsze cepuje
(U3HONOIIKUX y30paKa, METOo/Ia je ONTUMU30BaHa 3a CBAaKU JIEKTUH. 3a paj Cy KopultheHe
KOHIIGHTpallije JIeKTWHAa KOje Cy JaBajie Hajjade Mmoryhe curHame, y3 Hajcrnadbuju

no3aauncku curnain (Tabena 13).

101



Tabena 13. OnTumanHe KOHILIEHTpallMje JIEKTHMHA 3a JIGKTHHCKM MHUKOpEpe] 3a aHaIu3y

oOpacria riMko3uIoBama a2M

JIeKTHH Onrumanna
KOHIEHTpalHuja
(ug/ml)
Phaseolus vulgaris aeykoarayruuun (PHA-L) 100
Phaseolus vulgaris epuroarayruann (PHA-E) 50
Sambucus nigra arayrunun (SNA) 50
Maackia amurensis sexktun-11 (MAL-11) 50
Aspergilus oryzae aexktu(AOL) 100
Griffonia simplicifolia mexTun-11 (GSL-II) 150
Galanthus nivalis sexTun (GNL) 100
Hipperastrum hybrid mexrun (HHL) 100
Arayrunun u3 kukupukuja (PNA) 50
Lens culinaris armytunun (LCA) 100
KounkanaBaauu A (ConA) 50
Wheat germ agglutinin (WGA) 50
Ricinus communis agglutinin-1 (RCA-I) 50
Aleuria aurantia lectin (AAL) 50

Anda-2-MakporIOOYIMH j€ UMYHOIIPEIMITUTAIIA]OM U30JI0BaH M3 CepyMa 3JIpaBUX
ocoba W manujeHara ca TyMmopoM jaebenor npesa. Caku y3opak 02M je HaHeT y 14 moska
HAMEHCKE CTaKJICHE IJIOYHIIe (€MOKCH aKTUBUPAHU YHIT) Y TICHTAIUIMKATy U OMOryheHo My
je na uHTeparyje ca OMOTMHWIOBAaHMM JieKTMHHMA. [locie BeswBama (DIyopecleHTHO
o0ene)XEHOT CTpEenTaBHINHA, TUIOYHMIIE Cy CKEHHpaHe W 3a CBaKy KOMOWHAIU]y
Y30paK/JIeKTHH U3padyHaT je CPellibi HHTEH3UTET CUTHANA, KA0 U MHTEH3UTET M03aANHCKOT
curHaiga. Pe3yaratu cy mpuKa3aHH Kao OJHOC MHTEH3WTETa crieruduuHor curraiga (S) u
no3aguackor curHana (N, “noise®), a Kao rpaHuIa MPUXBATIEUBOCTH pe3yiTata (BpeIHOCT
Koja je moTpebHa na Ou mojanu OWIM MOy3AaHW) cMmarpal je ogHoc S/N > 5. BpemHoct
curHana S/N 3a oxpeheHy KOMOMHAIIN]Y y30paK/IEeKTHH je Jajbe HOpMalln30BaHa CIpaM

KoJmuuHe 02M y CBakOM Yy30pKY, Koja je oapeleHa JeH3UTOMETPH]CKH TIOCIe UMYHOOJI0Ta
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(cnuka 39). Hopmanu3oBaHe BpPEeJHOCTH CHTHajga Cy CTATHCTHUYKU oOpaljeHe W pe3ynratu

npukaszanu y Tabenu 14.

3132 3334 3 TIT2 T3 T4T5 K2
—220
— 100
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— 10

2N mmaepiTeTpAnep —*
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a2M fpar MenTH

— 11
— &

Cmuka 39. UmyHoO0T 02M y enyary ca Marpukca Ha KOMe jé MMOOMIM30BaHO aHTU-02M
anTHTeNo; 02M je u30JI0BaH U3 cepyma 3apaBux ocoba (31-35) u mamnmjenara ca TyMOpoM

nebenor mnpesa (T1-T5)

Opn gerpaHaecT KOpHITNCHUX JICKTUHA, jeTaHACCT je MCIyHWIOo ycioB S/N > 5, T1j.
cneruduaHo ce BesuBasio ca a2M. To cy oum: SNA, PHA-E, ConA, WGA, LCA, AAL,
MAL-II, PHA-L, GNL, GSL-IT u RCA-I. Ha cnumu 40 npukazaHu cy penpe3eHTaTUBHU
pesyntath (1o TPH y30pKa 3IpaBHX JbY/H U MalKjeHaTa ca TYMOPOM Ae0esor peBa).

WHTEeH3uTeTH CUTHAJIA Cy C€ 3HAYajHO Pa3IMKOBAIM 3a paznuuuTe JektuHe (Tabema
14) u, Ha ocHOBY oaHOCa S/N, KOHCTaTOBAHO j€ JIa Cy JICKTUHU KOjU Hajjaye MHTeparyjy ca
a2M: SNA, PHA-E u ConA. CrtaTucTHYKM 3HaAuyajHE Pa3UKE Y MHTEH3UTETY CHUTHaja
u3Mely aBe rpyne y3opaka cy nponahene 3a SNA, ConA, WGA, LCA u PAH-L, ognocHo

a2M margjeHara ca TyMopoM Je0Oertor IpeBa je JaBao HHTeH3uBHHUje curHaie (ciuka 40).

103



SNA PHA-E

33333 TTTT 30-3 8 3 3T FT 0T

4
5
6

ConA WGA

4
s 5
6

w N -
VI S

(]

[

LCA
— l-‘
2 5
MAL-II PHAL
33 33vF T T T 3:73: 3 3BT T T
1
2 5
3 k

GNL GSL-II
3 3 333 T
4
5 )

RCA-I

3 T =T E T

Cnuka 40. Pe3ynaratu JeKTHHCKOT MHKpoepeja u3oioBaHOr o2M (y MeHTalIukKaTty) 3

cepyMa 37paBux ocoba (31-33) u mamujenara ca tymopom aeodenor mpesa (T4-T6)
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TabGena 14. Pesynratu aHanu3e nmpoTermHa o2M H30JI0BAaHOT M3 CepyMa 3JIpaBUX 0coba u

nanyjeHaTa ca TyMOpoM Je0esior LpeBa METOJIOM JIGKTMHCKOT MHUKPOEpeja; CUTHAIH CY

W3paXCHH Y MMPOU3BOJFHUM jeIMHUIIAMA ¥ HOPMAITU30BaHU HAa KOTUYHUHY 02M

JlekTHH S/IN HopmanuzoBan Hopmann3zoBaH HHTeH3UTET

HHTCH3UTET CUTHAJIA, CHUI'HAJIA, HaIIHjeHTPl (]
3apaBe 0code TYMOPOM J1e0eJI0T HpeBa

SNA 189 772+ 313 1431 + 225

PHA-E 79 527 + 298 1004 + 350

Con A 35 357 + 159 621 + 129"

WGA 14 741 + 288 1336 + 259"

LCA 13 98 + 54 249 + 82"

AAL 11 171+ 91 374+ 70

MAL-II 8 187 + 23 338 + 190

PHA-L 8 30+6 45 + 27"

GNL 7 28+6 18+ 9

GSL-II 6 95 + 21 123+ 79

RCA-I 5 312 233 436 + 239

PNA <5 - .

HHL <5 - -

AOL <5 - -

*
Cmamucmuuku 3nauajna paziuxa (Cmyodenmos m-mecm, p<0,05)

Kao xoMrieMeHTapHa MeTo/la JIGKTHHCKOM MHKpOepejy KopHumIheH je cTaHaapaHu
JIEKTUHCKU OJIOT, Y3 ynoTpeOy nu3osnoBaHor a2M u net 6moTuHMIoBaHUX JekThuHa: PHA-L,
PHA-E, SNA, LCA u RCA-I. PeaynTaru ieKTUHCKOT 0J0Ta Ccy MpHKa3aHu Ha ciuim 41.

JleH3uTOMeTpHjcKa aHalTN3a MPOTEMHCKUX Tpaka ca JIKTHHCKOT 0JI0Ta W Tojaraka
HAaKOH HOpMaJu3allije CUTHaJla Cy yKa3ajy Ha CTaTUCTHYKH 3HayajHe pas3iuke uzmMely nBse
rpyne y3opaka y cinyuajy PHA-L, PHA-E u SNA nektuna (TaGena 15). Pesynratu
NOOMjeH! y JIEKTUHCKOM MHKpPOEpejy M JIEKTHHCKOM OJIOTY Cy OMIIM y carjlaCHOCTH, YUMe
je motBpheHo na ce moBehaBa cTemeH W Mema olpaszall TIWKO3WIoBama 02M Kon

nanujeHaTa ca TYMOpoM Je0eror mpeBa.
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Cnuka 41. JlektuHcku On0T u3o0i0BaHOr 02M wu3 cepyma 3apaBux ocoba (31-35) u
nanujeHara ca tymopom zaedenor mpesa (T1-T5) ca nekrunuma: a) PHA-L, 6) PHA-E, B)
SNA, r) LCA u 1) RCA-I

Tabena 15. Pe3ynratu ananuze npoTerHa o2M H30J0BaHOT U3 cepyMa 3ApaBUX 0ocoba u
nanyjeHaTa ca TyMOpOM Je0enor IpeBa METOJOM JEKTUHCKOT OJoTa; CUTHAIU Cy

HU3PAXKCHU Y ,I[CH3I/ITOMeTpI/IjCKI/IM je):[I/IHI/IHaMa U HOpMAaJIM30BaHU HA KOJIMYUHY o2M

JlekTHH HOpMaJ'II/BOBaH HHTCH3UTET HOpMaJIHSOBaH HHTCH3UTET
CUTHaJJIa, 3]paBe ocooe CHUrHaJja, Ilal[l/ljeHTI/I ca
(ADU) TYMOPOM /1e0eJIor npeBa
(ADU)
PHA-L 50 + 10 83+ 13
PHA-E 67 +17 100 + 18"
SNA 33+12 83+ 17
LCA 67 + 17 83+ 28
RCA-I 33+8 50 + 12

*
Cmamucmuuku 3uauajua paziuxa (Cmyodenmog m-mecm, p<0,05)

Ha ocHOBy jakux wHTeH3UTETa CHUTHaNa 3a WHTepakiujy o2M ca SNA, PHA-E u
ConA nexrtunuma (criuka 40) mMorno Ou ce 3akJbydnTH Aa BehinHa Monekyna 02M caapxu
BHUCOKO-MaHO3He THMoBe N-riMkaHa ca ocranuma 02,6 CHjalMHCKEe KUCENMHE Ha Kpajy |
ymetHyTuM GIcNAc. TlojaBa Bucoko-MaHO3HHX N-TJIMKaHa, KOjU Cy (DYKO3WJIOBAHH Y CBOM

jesrpy, je Beh yodeHa y m3MmemeHOM TKUBY aebesor npesa (Balog et al., 2012), a mopacr
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cajgpXkaja BHCOKO-MAaHO3HMX TIJIMKaHa je KOHCTATOBAaH M y CEpyMy NalWjeHTKHIa ca
tymopom nojke (de Leoz et al., 2011). Ca agpyre ctpaHe, MambKd MHTCH3UTETH CHUTHAia
JIOOMjeHHX ca OCTAJUM JIGKTHHMMA MOTY HAaBECTH Ha IMPETIIOCTABKY /1a j€é Mambu Ca/IpKaj
caxapuJa 3a Koje Cy OHM CHelu(HUYHH, Kao IITO Cy TepMUHAIHA 02,3 CHjaJIMHCKA
KHCENIMHA, TPU- U TETpa-aHTeHAapHU KoMIUIeKCHH N-riaukanu. Mehytum, tpeba mmaru y
BUJIY /1a MHTEPAKIIKja JIEKTHHA ca JIMTaHA0M HHUje yBeK y ofgHocy l:1. Pesynratu nobujenu
y OBOM pajly Cy y CarjacHOCTH ca rnojaiuma gooujenum merogom MS (Lin et al., 2012). 3a
pasmuky o MS, y kojoj ce Bpmm (pparMeHTanuja MpoTerHa, JEKTHHCKH MHKpOepe] ce
3aCHMBa Ha CTPYKTYpHOM INIpelO3HaBamy TIJIMKaHA Yy TPHPOAHO] KOH(POPMAIH]H.
VY3umajyhu y 063up crietu(pu4HOCT JEKTHHA, MOXKE Ce MPETIIOCTAaBUTH J1a Y (PU3HOIOMKUM
YCIIOBHMa PEIENTOPU KOjH Be3yjy YIJbeHE XuapaTe Mory HHTeparoBatu ca o2M. [lame,
MHUKpoepej oMoryhaBa aHanu3y BEJHMKOT Opoja y3opaka y KpaTKOM BPEMEHCKOM IEpPHOY,
LITO HUJE Clly4yaj ca MeToioM MS.

[Tpomena y rimko3minoBamy 02M Mo)Ke OMTH jemaH OJ y3pOYHHKA IPOMEHEHOT
apunutera 0o2M 3a IGFBP-2, umme ce yrtuue Ha koHueHtpauujy IGFBP-2/a2M
KOMIUIEKCa, Ka0 M Ha KoHIeHTpanujy ciobomHor IGFBP-2. M3memeHo TIMKo3MIOBame
02M 6M MOrjio YTHIATH HA HEroBY MHTEPAKIM]y U ca APYTUM JIMraHauMma U heaujckum
perienTopoM, Ha heaujcku 0AroBOp W/WIIK Ha Op3UHY YKJIamama U3 OpraHu3Ma.

PesynTtatu koju cy 1o0MjeHr aHaTU30M TIMKaHa Ha 02M mory umaT Behy BaKHOCT
ol yrBphuBama HWUXOBOI YyTHIaja Ha wuHTepakuuje. [lozHato je na ce oOpa3an
[JIMKO3HMIOBaka MPOTEHHA MEHa MpH TojaBu pasnuuutux Bpcra Tymopa (Kim & Varki,
1997). ITotpara 3a TIMKOOMOMapKepHUMa KOjU OU ce MOTJIH JETEKTOBATH Y CEPYMY Y PaHO]
(ha3m OoJecTH je MHTEH3UBUPAHA Y TIOCIEIH0j JCIICHU]U U cBe je Behu Opoj cryauja koje
yKa3yjy Ha MOTCeHIMjalHe riimkoonomapkepe tymopa (Adamczyk et al., 2012). Jlujarnosa
TyMopa Je0eIIor 1[peBa ce joIll yBEeK 3aCHUBA Ha KOHBEHIIMOHAIHUM KIMHUYKUM METOJama,
MOIITO HE TMOCTOJU TOYy3/laH OuWOMapkep y IUPKYJIALUjH, KapaKTepUCTHUYaH 3a OBY
naronorujy. Crora 6m 0o2M Tpebano y3eTm y pa3Marpame Kao KaHaujaTa 3a
(rmuko)omomapkep Tymopa jeOernor upeBa. ExcrnepuMeHTH Cy HacTaBJb€HH Y LUJbY

mudepeHnrjatHe aHamu3e 02M Ko nmaiyjeHara ca pa3IuuuTUM CTaIdjyMHUMa TyMopa.

107



4.5 Moaekyiacku o0aunu IGFBP-2 kox mammjeHara ca pasjiMm4uTHUM

BpcTaMa TyMopa

Ha moneny Tymopa aebesor peBa je KOHCTaTOBAHO Jia j€ N3MEHEHa 3aCTYIIBEHOCT
onpehenux Monekynckux obmmka IGFBP-2 moka3zaress Tpancdopmucanor ¢enorumna
henmnja enutena nmebenor mpesa, U TO Ipe cBera nmoBehaHa KOHIIGHTpalldja MOHOMEpa
IGFBP-2 u cmamena KoHIEHTpammaja KomIuiekca ca o2M. bpojHa ucTpaxuBama Cy
moKasajia Jia je KoJ MHOTUX Bpcta TyMmopa noehana xonuentpanuja |IGFBP-2 y xpBu, xao
u Ja crerieH noBehama oarosapa creneny manuraurera tymopa (Hoeflich et al., 2001).

VY cnenehoj cepuju ekcriepuMeHarta je MCIUTAHO J1a JIM II0jaBe Be3aHe 3a TyMOp
ne0elor mpeBa Baxe M 3a TYMOPE KOjU C€ MOTY jaBUTH y OCTaJIUM opranuma. Jla 6u ce to
YTBPAMJIO, aHATTU3UPAHU CYy CEPYMH TanujeHaTa 000JIeNnnx O ceaM APYTruX BpCTa TyMopa:
jerpe, maHkpeaca, muryha, mpocrare, nojke, rpiumha marepuile W jajHuka. YpaheH je
uMyHOONOT ca aHTH-IGFBP-2 anturenom, a mporeuncke Tpake 3a moHomep |IGFBP-2 u
KOMILJIEKCE CY JIEH3UTOMETPUJCKU Mpolewmhene (ypaheHa je enextpodopesa Ha 10 % reny,
Ha KOME€ Cy CBH KOMIUIEKCH T'PYNHCAaHH HAa UCTOM IOJI0XKajy). Pesynaratu mumyHoOm0Ta CY
MPUKa3aHU Ha CIUI 42, a ICH3UTOMETpHjCcKa aHanmu3a y Tadenu 16.

31 323334 35TIT2 T3 T4 Ta 3132 3334 Z5TIT2AT3TATS
k— SN VMO ETRE

B N TYMOP TIAHKPEACA
S TYMOF OEBENCT IIPEE4

NI

Rled 13 | L ki | TYMOP [TYEA
HE s~ ~~ -
TYMOP IPOCTATE

[ TSRy .| ] TYMOF [OJEE

sy Tyop reniks MaTEPHNE (NN

ey i L PRy L B TYMOP JATHHEA

Cmuka 42. Kommmiekcu (K) u monomepu (M) IGFBP-2 y cepymy 3apaBux jbyau (31-35) u

narujenarta odosenux oz tymopa (T1-T5)
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Tabena 16. KonueHnrtpaiuja yKynmHUX NPOTEMHA U pelaTUBHA 3aCTYIUbEHOCT KOMILJIEKCa U
monomepa IGFBP-2 y cepymy 3apaBux ocoba (3) u marujenara odonenux ox tymopa (7T),
M3pakKeHa Kao Cpe/ba BPETHOCT Ca CTAHJApTHOM JIEBU]aIljOM

Bpcra Ykynna

PenaTuBna 3acrynbenoct |GFBP-2 kommiiexkca n

Tymopa KOHIIEHTpAaluja MOHOMepa

NMPOTEHHA Y CEPyMy X = SD (ADU)

3apase

ocooe

Jerpa
ITankpeac

Jledeno

1peBo

Ilayha

IIpocrara

Hojxa
I'pauh

MaTepuIle

Jajank

X £ SD (g/l)
73+ 38

73+05

72+28

75+0,6

68+11

69 £ 0,7

70+0,5

70+£0,9

75%0,6

Kommiekcn
3 T

107 +16 119+ 10
289+16 13036
238 £55 149+ 98
120+4 124+3
33+2 341
145+3 1324
174+12 16712
126+6 106+ 11

*
Cmamucmuuxu 3nauajna paziuxa (Cmyodenmos m-mecm, p<0,05)

Monomep

3 T
703+30 899+66
69+52 176+81
458 +15 943 +58"
731+28 80910
324+21 398+76
254+6 257+3
793+6 969+ 14
697 +12 925+5

Kao mro ce u3 tadene 16 u ca ciauke 42 Moke BUAETH, 3aCTYIUHEHOCT MOHOMEPHOT

oomuka IGFBP-2 y cepymy je moBehana koj CBUX MalMjeHaTa, HE3aBHUCHO OJf BPCTE

TyMOpa, C TUM INTO CE€ CTAaTHUCTHYKH 3HauyajHa pasiidka TOjaBJbyje KOA Tymopa jeTpe,
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naHkpeaca, ge0esor mpesa, npocrare, rpanha mMarepuiie win jajuuka. Ca apyre crpase,
3actymbeHocT IGFBP-2/a2M kommiiekca je Hajuemrhe Owia Mama KOJ MalldjeHaTa HEro
KOJ 37JpaBUX JbYAM, C TUM ILITO je CTATUCTHYKU 3HAYajHA pa3IMKa KOHCTaTOBaHA CaMO KOJl
maryjeHaTa ca TyMopoM naHkKpeaca, Ae0esor mpesa, JI0jKe Uil jajHHKa.

Kao mro je paHmje pedeHo, cMmameHa CKIOHOCT Tpahemy KOMILIEKca HHje
nocleania cMambeHe KoHIeHTpanyuje o2M, momro je oHa HEeKOJUKO CTOTHHA JI0 XUJbaTy
nyra Beha on konnentpanuje |GFBP-2. HajepoBarHuje je ma cmMameHa KOHIICHTpaIlHja
IGFBP-2/02M komiiekca ojipakaBa CPTYKTYpHE NMPOMEHE 00a mapTHepa, IITO UX YHUHH
Mel)ycoOHO Mame peakTHBHMM. Y OBOM MOMEHTY ce He Moxke pehu ga nu je mpomeHa
crpykrype (okcupamuja IGFBP-2 u usmemeHo riuko3uioBame 02M) npumapau norahaj, a
CMamkeHO KOMIUICKCHpamke MOCIEANIa Tora Wi je rmoBehana morpeba 3a CI000THUM
(monomepunuMm) IGFBP-2 (y uwmy tpancnopra IGF nentuzna no TkuBa) NpuMapHU
naToQHU3UOIIONIKM 3aXTEB KOJ MallfjeHaTa ca TyMOPOM, KOJU CE€ HCIyHhaBa CMambEeHEeM
CTBapama KOMILJIEKCA, TaKO IITO Ce MapTHEPU CTPYKTYPHO MEmajy. Y CBaKOM CIy4ajy,
paBHOTEk)a n3Mehy monekynckux obnuka |IGFBP-2 y mupkynamnuju ce Mema Ko Tymopa.
I'paheme kommiekca IGFBP-2, koju Oum Morao peryiawcara CTEIEeH ciIo0oae OBOT
MoOJIeKyJia, yryhyje Ha MOoCTOjale HOBOI HHBOA erose perynamnyje. [Ipema nocagammsum
cazHamuMa, peryianuja IGFBP-2 je oGe3zbehena Op3uHOM merose cuHTese (y jeTpu H
JOKaHO) U pasrpaame (mporeoau3om). Kommiaeke IGFBP-2/02M je Beh mnpucyran y
nupKynanuju u nosehana morpeda 3a IGFBP-2 (makap ona Onia mreTHa 1o opraHusam) ce
Mo>ke Op30 33JJ0BOJBUTH OTIYLITAKHEM M3 KOMIUIEKCa, IPOMEHOM Mel)ycoOHe peakTHBHOCTH
IGFBP-2 u 02M. Mako 3a cama Hema joka3a o IsbaHoM Ttpancropty IGFBP-2/02M
KOMILIEKCa JI0 TKMBa, Moryhe je Jla KOMIUIEKC UMa CIIOCOOHOCT Be3MBama 3a TKHBHH 02M
peuentop, unme ce |IGFBP-2 mpubmmkaBa penentopuma koju Besyjy IGF mentume wim

CBOM peLEnTOopY (MHTETPUHH).
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5. 3akibyunu

Besyjyhu nporeun 2 3a dakrope pacra cimune uHcynuny (IGFBP-2) y umpkynanuju ce
MOXKE€ JaBUTH y TpU OOJUKA: Kao KOMIUIEKC, MOHOMEp M (parMeHT pazIuuyuTHX
MOJIEKYJICKUX Maca

Bpcra wMonekynckux obmuka IGFBP-2 ce He Mewma mon yrumajeM  pa3iMuATHX
(mato)usuonomkux Qakropa, Kao IMTO Cy CTapeme, AKTHBHO OaBJbEHE CIOPTOM,
OKCHJATHMBHM cCTpec, noBehaHa KOHLEHTpalMja JUNHAAa WIA TIyKo3e, H3MEHmheHa
MPOTEOIMTHYKA AKTUBHOCT, aJIi C€ MEHa HIX0Ba KOJIMYUHA U Mel)ycoOHHM 01HOC

On moct-tpancnanumonnx monupukammja, IGFBP-2 nomiexxe mpoTeoan3n U OKCHIALU]U
(kapOOHMIIOBAKY)

IGFBP-2 ctBapa kommuiekce ca anda-2-mMakporioOynuHoM (02M) y mupKyIanuju
Konnenrpauuje IGFBP-2 u a2M He yTnuy IMpEKTHO Ha KOHILIEHTPAIHM]y W PEIaTHBHY
3actymbeHocT IGFBP-2/02M komriekca

Jonu nmuka (1) moactuuy onmuromepusanujy o2M, ajau He yTUYy Ha CTBapame KOMILIEKCa
IGFBP-2/a2M

[Mentunra cexBenma RGD, Baxna 3a wHTepaknujy IGFBP-2 ca waTerpmHOM, HHje
KOHTaKTHa cekBeHIa 3a unrepakuujy |IGFBP-2 ca a2M

Ca crapemem ce mnosehaBa KoHIEHTpanuja MoHoMmepa u ¢parmeHata IGFBP-2 y
LUPKYIaluju, kao 1 02M, a cmamyje ce koHuenTpanuja IGFBP-2/0a2M komuiekca

Kon manmjenara ca tymopom aebernor mpesa je noBehana konmnenTpanuja ykymaor IGFBP-
2 y mupkynangju 1 melycoOHM OHOC MOJIEKYJICKHX OOJMKa je M3MemeH: nosehaHa je
KOHIIeHTpaluja MoHoMepa U pparmenara IGFBP-2, a cmamena kommiekca IGFBP-2/02M
VY TKUBY nebenor upesa cy Hal)eru camo MmoHomep U ¢parmentu IGFBP-2; ynopehusamem
CMapeHHux y3opaka HcTe oco0e (HeTyMOPCKOT M TYMOPCKOI TKHBa), KOHCTaTOBAaHO j€ Ja
UMa ciydajeBa ca ciaudHoM KoHmeHtpamujom IGFBP-2 y o6a y3opka, ca Behom
KOHIICHTPAIIUjOM Y TYMOPCKOM Y30pKy WM 0OpHyTO — Moryhe je ma craaujym Tymopa

u/unu Bpera u 6poj henuja koje ykibydyje, yTuday Ha eKCIIPecHjy OBOT MOJIEKYJia
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Mounomep IGFBP-2 y mupkynanuju manujeHata ca TyMOpoM Jae0enor mpesa je J0aTHO
OKCHJI0BaH (KapOOHMIIOBAH) y OJHOCY Ha 37IpaBe 0code

[IpucycTBo MaTpukcHe meranomnporeaze-7 (MMP-7), koja mporeonusyje IGFBP-2, anmu u
pasnaxke BaHheNMjCKM MaTPUKC Yy HaIpenoBamy TYMOpa, j€ CIUYHO Y IHUPKYJIAlHjH
3/paBUX JbyOU U MallMjeHaTa ca TYMOpPOM JeOeJor LpeBa, OJHOCHO Yy HETYMOPCKOM U
TYMOPCKOM TKHBY IIpeBa — nonaTHy nporeonusy IGFBP-2 xon nanmjenata n3zasuBa HEKd
JPYTH €H3UM Wi je akTuBHOCT MMP-7 nosehana

[IpucycTBO MHTErpHMHa y YHMjeM je cacTaBy 05 IOJjeMHMIA, 32 KOjU CE 3Ha Jia Besyje
IGFBP-2, je cnimuno Ha mMemOpaHama henwja HETYMOPCKOT M TYMOPCKOT TKHBa JIeOEIOr
1peBa — HUje nmoBehana ekcrpecuja peuentopa 3a IGFBP-2 ko Tymopa

Peaxrusroct IGFBP-2 mpema **-IGF-I je 3marno Beha y LupKysnammji mammjeHara ca
TymMopoM febenor upesa; koHieHtpanuja IGFBP-2 xox mauujenara je Beha oko aBa myrta y
OJIHOCY Ha 3]]paBe JbyJle, a Be3WBame JMranjaa je Behe gecer myra — oBa pa3iuka Ou ce
Morua o0jacHUTH cTpyKTypHOM nipomeHoM IGFBP-2 koja ycnoBspaBa nmpoMeny adpuHHTETA
02M y mupKynauuju manujeHara ca TyMOpOM JAe0esior 1peBa je BHIlE TIMKO3MJIOBaH,
canpxu Bume o2,6 Sia, GICNAC u Man ocraraka, U mocenyje BUIlIe MyJITH-aHTCHAPHHUX
KOMIUIEKCHUX THIoBa N-TJIMKaHa y OTHOCY Ha IPOTEHH 3/IPaBUX JbYIU

AHanmm3oM y30paka MalyjeHara ca ocaM pPa3IMYuTUX BPCTa TyMOpa, KOHCTATOBaH je
Hajuemthu obpazan monekyncke npomene |IGFBP-2 y mupkynanuju y oAHOCY Ha 3/paBe
JbyJle — KOHIIEHTpaluja yKkynHor 1 MoHomepHor |IGFBP-2 ce moBehaa, a KOHILEHTpaluja
IGFBP-2/02M xoMmIuiekca ce cMamyje

VY oBOM MOMEHTY ce He Moxe pehu aa nu je mpomeHa cTpykType (okcunanuja IGFBP-2 u
M3MEHEHO TIIMKO3WIOBamke o2M) mpumapHm jgorahaj Koja mManujeHata ca TyMOpPOM, a
CMamkEeHO KOMIUIEKCUpAke HEroBa MocieAunIa, win je moBehana morpebda 3a cio00gHUM
(monomepuum) IGFBP-2 (y musby tpancnopra IGF nentuaa 1o TkuBa W/WiiM MHTEpaKIUje
ca UHTETPUHOM) IPUMApHU NMATO(U3NOJIOIIKY 3aXTEB, KPO3 CMAambEHO CTBApama KOMILIEKCa
ycIie MpOMeHa y CTPYKTYPH MapTHepa

I'paheme kommiekca IGFBP-2 ca a2M, koju kouTponuie goctynHoct |IGFBP-2, ynyhyje
Ha TIOCTOjalbé HOBOT HHMBOA HHETOBE pEryjanuje — IpeMa [I0CalallibiM Ca3HambHMa,

perynamnujy IGFBP-2 xonTponume Op3uHa cuHTe3e (Y JeTpH W JIOKAIHO) U Pa3rpajmbe
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(mpoteonmm3zom), ok je komruieke IGFBP-2/a2M Beh npucyran y nupkynanuju 1 noBehana
notpeba 3a IGFBP-2 (makap mrTerHa mo opraHusaMm) ce MOXe Op30 3aJI0BOJbUTH

OTIYLITalkEM U3 KOMIUIEKca, mpoMeHoM Mehycobne peaktuBHocTH IGFBP-2 1 02M
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buorpadmuja ayropa

Munomn b. lllynnepuh pohen je 7. neuemOpa 1984. rogune y beorpamxy. OcHOBHY
IIKOJIy ¥ TUMHA3H]y, PUPOTHO-MATEMATHUKOT CMepa, 3aBpiivo je y beorpany. Xemujcku
¢akynter y beorpamy, cmep numimomupanu Ouoxemuyap, ymucao je 2003. romune.
Junnomupao je 2010. roguHe ca mpoceuyHoM orieHoM 8,79 u orieHoM 10 Ha IUIIIIOMCKOM
pany. Tommne 2011. ymucao je HIOKTOpPCKE CTyauje Ha XeMHUJCKOM (aKyaTeTy
YHuusep3uteta y beorpany, cmep buoxemuja.

Y Hactutyry 3a npumeny nykieapne eHepruje (MHEII) pamm ox 01.10.2011.
TOAMHE, HA TIPOjEeKTY MO Ha3uBOM: ,,CTPYKTypHE KapaKTEPHCTUKE Be3yjyhHux MpoTerHa U
perienitopa 3a MHCYIHHY ciudHe ¢dakrope pacra (IGF), muxoBe WHTEpaKIuje ca JPYruM
(bU3NOIOMKUM MOJIEKyIIMMA 1 TTpoMeHe koa nopemehaja merabonuzma® (MITHTP PC, 6poj
npojekta 173042).

VuectBoBao je y COST mnpojekry ,,Chemistry of non-enzymatic protein
modifications-modulation of protein structure and function® (6poj mpojekta CM 1001,
2011-2014), y okBupy Kora je nmoxahao JieTwy KOy 1Moj Ha3uBoM: ,,Biochemical basis of
healthy ageing® (2014. ronune, Cnernec, ['puka).

VYyecTBOBao je y OmnarepanaHoj capaamH ca kojerama u3 CroBauke akajemuje
HayKa Ha MpojekTy: ,,Lectin biochips for characterization of glycan structure of the IGF
system proteins as a tool for research, diagnostics and therapy of colorectal carcinoma“
(6poj mpojexta 680-00-140/2012-09/01, 2012-2013).

VY toky 2012. roauHe mpoBeo je Heesby JAaHa y jabopartopuju Ap Japociasa
Karpnuka y nuipy oOywyaBama 3a paja ca JEKTMHCKUM MukpoepejeM. Capanma je
HacTaBJbeHa Kpo3 mpojekar: ,,Determination of glycosylation changes of proteins related to
colorectal carcinoma using modern sensitive lectin biochips with impact to cancer research,
diagnostics and therapy* (6poj mpojexra 451-03-545/2015-09/01, 2015-2016).

Unan je Cprckor xemujckor apymrsa ox 2011. rogune u bruoxemujckor apymrsa
Cpbuje ox ucre roauHe.
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N3jaBa 0 ayTopcTBY

IToTnucanu Muwomt b. lyanepuh

Opoj uHIeKca 16 14/2011

N3jaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa AMCepTallyja 1moj HacJIOBOM

MoneKkyIcKu 00IuIH BeBVthCF MIpPOTEHHA 2 3a (baKTODe pacTa CJIMYHC MHCYJINHY U BbUXOBa
3aCTYIIJbCHOCT YV Pa3sjInuYuTUM HaTOd)I/BI/IOJ'IOIJ_IKI/IM CTakbHMa

® Ppe3yiaTaT CONCTBEHOT HCTPAXUBAYKOT Paja.

e Ja IpeUIo’KeHa TucepTalyja y HeJIMHU HU Y eJIOBUMA HUje Ouiia mpeiiokeHa 3a
nobujame OUJIo Koje AUIIIOME MpeMa CTYAN]CKUM Mporpamuma JIpyrux
BHCOKOIIKOJICKUX yCTaHOBA,

® Ja Cy pe3y/iTaTd KOPEeKTHO HaBEeJICHH U

® Ja HUCAM KPIINO ayTOPCKa MpaBa M KOPHCTHUO UHTEJIEKTYAIHY CBOJHHY JIPYTHX
JU1A.

IMornuce nokTOpanga

VY Beorpany, 01.02.2016.
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N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje

JTOKTOPCKOT paja

Nwme u npe3ume ayropa Munom b. lllynnepuh
bpoj unnekca 16 14/2011
Crynujcku nmporpam JIOKTOp OMOXEMH]CKHX HayKa

HacnoB pana ~ Mounekyincku o6auiu Be3yjyher nporenHa 2 3a hakTope pacra ciimdHe

HWHCYJIHMHY U BbUXOBA 3aCTYIIJbCHOCT Y Pa3JIM4YuTHM HaTOd)I/I3I/IOJIOIHKI/IM cTamkbuMa

Mentop ap Mapwuja "aBpoBuh-Jankynosuh, jap Onruna Henuh

IMornucann Mo Hlyanepuh

M3jaBibyjeM a je mrammiana Bep3uja MoT JTIOKTOPCKOT pajia UICTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEP3HjH KOjJy caM Ipeiao/na 3a 00jaBJbUBamke Ha NOpTaly JUrHTaJHOT peno3uTopujyma
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaMm Jia ce 06jaBe MOjU JIMUHU TOJAIM BE3aHU 3a 100Hjame akaIeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao MITO Cy UMe U TMpe3rMe, TOJMHA U MECTO polema U JaTyM oJl0paHe
pana.

OBH ITUYHU MOAALM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEXXHUM CTpaHULIaMa JUTUTaIHE OMOINOTEKE, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOinkanujama YHuBep3ureta y beorpany.

IMornuce nokTOpanga

VY beorpany, 01.02.2016.
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H3jaBa o kopnmhemwy

Ognawhyjem YHuepsutercky 6ubaunoreky ,,Ceetozap Mapkosuh® na y Jlururaniu
penosutopujym YHuBep3suteta y beorpaay yHece Mojy I0KTOPCKY AMCEPTaldjy Mo
HaCJIOBOM:

Mouaeky.ickn 00aHIM Be3yjvher nporeuna 2 3a pakTope pacra CJHYHe HHCVIHHY H
IbHX0BA 3aCTYIVLEHOCT YV PA3JIHYHTHM NAaTO(GH3IHOJOMIKHM CTAKLHMA

KOja je Moje ayTOpCKO JeJo.

Juceprauujy ca CBUM NPUIO3UMA NPEAo caM y eJIeKTPOHCKOM (popMaTy norojHoMm 3a
TPajHO apXUBHUPAIbE.

Mojy A0KTOpCKY AMcepTalujy NoxXpamweHy y JIurutansHu perno3suropujym Y HUBEp3UTeTa y
Beorpaay Mory aa KOpMcTe CBH KOjU MOLITY)y oapeade caapxaHe y oqabpaHoM THITY
muueHue KpeatuHe 3ajeauuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce 0AJ1y4HoO.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO-HEKOMEPLIHjaJIHO
@AyTopCTBo-HeKOMepunjanH0-6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO- HEKOMEPLIMjaIHO-IE/IUTH 10]1 HCTHM YCJIOBUMA
5. AytopcTBo-0€3 npepaje

6. AyTOpPCTBO- JICJIUTH MOJL HCTHM YCJIOBUMA

(Mo1MMO 320KpYIKHTE CaAMO jeIHY O/ LIECT MOHYHEHUX JIMLIEHLIW, KpaTaK OMUC JULICHLH
JIaT je Ha nosiehuHu IucTa).

Ilornuc JoKTOpaH/a

V Beorpany, 01.02.2016. Monoe Uy ﬁurtd;

w




1. AyropcTBO - Jlo3BOJbaBaTe YMHOXKABaWbE, JUCTPUOYIIU]Y U JaBHO CAOIIIITABAE JeNa, U
mpepazie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HaduH ojjpel)eH 01 CTpaHe ayTopa WM J1aBaola
JIMIICHIIC, YaK U y KoMepuujasiHe cBpxe. OBO je HajcI000IHH]ja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HEKOMEpITHjaiaHo. /[03BoJbaBaTe yMHOKaBaWke, JUCTPHOYITH]Y B JaBHO
CaoIMIITaBamkEe JIeJa, ¥ Ipepajie, ako ce HaBeJIe UMe ayTopa Ha Ha4uH oJipel)eH o cTpaHe
ayTopa wid gaBaonia jureHie. OBa JIMIeHIa HEe 103B0JhaBa KOMEPIMjaaHy ynoTpely nena.

3. AyTOpcTBO - HEKOMEpIIHjalTHO — Oe3 mpepaze. Jl03BosbaBaTe yMHOXKaBabE,
JTUCTPUOYIM]Y M JaBHO CAOIIIITaBamke Jiea, 0€3 mpoMeHa, MpeoOIuKOBamba WM YIIOoTpeoe
JieNia y CBOM JIeNy, aKO CE HaBeJie MME ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH of] cTpaHe ayTopa Win
nasaortia auieHe. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjaHy ynoTpely aena. Y ogHocy
Ha CBE OCTaJIe JINLIEHIIe, OBOM JIMIICHIIOM ce OrpaHnyaBa Hajsehu oOumM nmpaBa Kopuinhema
nena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIMjaJTHO — JIEJIUTH O] UCTUM ycinoBuMa. Jlo3BospaBarte
YMHO)KaBame, TUCTPUOYIIH]Y U jJaBHO CAOIIIITABALE JIENIa, U IIPepaie, ako Ce HaBe/Ie UMe
ayTopa Ha HauuH ozipeh)eH oz cTpaHe ayTopa WM 1aBaolia JIMLEHIIE U aKo ce Ipepajaa
JUCTpUOyHMpa Mo UCTOM WUJIU CIMYHOM JIMLeHIoM. OBa JIMIIEHIIa HE 103B0JbaBa
KOMepLUjaJiHy yrnoTpeOy Jiena u npepaja.

5. AyropctBo — 6e3 npepaze. Jlo3BoJbaBaTe yMHOKaBamhe, TUCTPUOYLIN]Y U JaBHO
caoniuTaBame Jiena, 6e3 IpoMeHa, MPeodIUKOBamba WK yIoTpede /1ea y CBOM JIely, ako
ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauMH ojpeleH o] cTpaHe ayTopa WiM JaBaola guieHie. Opa
JIMIICHIA JI03B0JbaBa KOMEPIIMjaliHy yroTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO - ACTTUTH O] UCTUM YCIIOBHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXaBambe, AUCTPUOYIIH]Y
U jaBHO CaoMILTaBame Jela, U Ipepajie, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH ox
CTpaHe ayTopa WJIH JIaBaolia JIMIEHIIE U aKo ce Mpepajia TUCTpUOyHpa Moa HCTOM HIIN
cIMYHOM JuieHoM. OBa JHUIIeHIa 103B0JbaBa KOMEPIIMjaliHy yroTpeOy Jena u rnmpepaja.
CnunuHa je copTBepCKUM JHIEHIIaMa, OJJHOCHO JILIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



